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INLEIDING 
Gedurende de laatste jaren zijn er verscheidene nieuwe virussen ont­
dekt, die ziekten van de luchtwegen en van de longen kunnen ver­
oorzaken. In deze publicatie wordt een onderzoek beschreven over de 
betekenis van para-influenzavirus als verwekker van acute respiratoire 
aandoeningen bij kinderen. 
Het onderzoek vond plaats in het bacteriologisch-virologisch labora­
torium van het St. Elisabeth-Ziekenhuis te Tilburg en het virologisch 
laboratorium van de R.K. Universiteit te Nijmegen. De meeste kinderen, 
bij wie onderzoek werd verricht, waren opgenomen op de kinderafde­
lingen van het St. Elisabeth-Ziekenhuis te Tilburg. Materiaal en kli­
nische gegevens van deze kinderen werden ons ter beschikking gesteld 
door de kinderartsen D. J. van Zaane, M. Sprangers en Dr. F. H. Albers. 
Verder ontvingen wij sera en klinische gegevens van vele patientjes uit 
Eindhoven door de medewerking van Dr. W . H. H. Tegelaers, kinder­
arts te Eindhoven. Bovendien werd onderzoek verricht bij patientjes uit 
andere plaatsen; sera en klinische gegevens van hen werden beschikbaar 
gesteld door de kinderartsen J. van Miert te Bergen op Zoom, A. C. A. 
Ploegmakers te Breda, M. S. I. van Schuylenburch te Veghel en J. С. C. 
J. A. de Vos te Waalwijk. Het schildklierweefsel, dat bij het onderzoek 
werd gebruikt, werd verkregen door medewerking van de chirurgen 
Dr. F. W . Mreyen en Dr. C. C. S. M. Wijffels te Tilburg en van de 
patholoog-anatoom Dr. A. E. Harmsen te Breda. 
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HOOFDSTUK I 
LITERATUUROVERZICHT 
1. H i s t o r i s c h o v e r z i c h t 
Tijdens onderzoekingen over de etiologie van respiratoire ziekten bij 
kinderen isoleerde Chanock in 1956 een tot dan toe nog onbekend virus 
(Chanock 1956). De eerste patientjes, bij wie het virus werd gevonden, 
toonden het syndroom „croup" (acute laryngo-tracheo-bronchitis). Het 
virus werd daarom „croup-associated" of afgekort ,,CA-virus" genoemd. 
Bij verdere onderzoekingen vonden Chanock e.m. (1958) nog twee 
nieuwe virussen. Bij deze onderzoekingen werd gebruik gemaakt van 
de hemadsorbtiereactie (Vogel en Shelokov 1957). Erytrocyten worden 
toegevoegd aan beënte weefselcultures. De erytrocyten hechten zich 
aan de cellen, indien hierin of hierop virus aanwezig is. Hierna zijn zij 
niet meer van de cellaag af te wassen. De met behulp van deze reactie 
gevonden virussen werden genoemd: hemadsorbtievirus type 1 en 2 
(HA! en НАг ігиз). Zij werden, evenals het CA-virus, geïsoleerd bij 
kinderen met respiratoire aandoeningen. 
Verschillende eigenschappen van deze virussen gelijken op die van 
influenzavirus. In verband hiermede werden zij, op voorstel van Andrewes 
e.m. (1959, 1959a) para-influenzavirus genoemd. Het hemadsorbtievirus 
type 2 kreeg de naam para-influenzavirus type 1, het CA-virus de naam 
para-influenzavirus type 2 en het hemadsorbtievirus type 1 de naam Para-
influenzavirus type 3. Een ander virus, stam M 25, dat onlangs door 
Johnson e.m. (1960) bij kinderen met respiratoire ziekten is gevonden, 
werd vanwege de gelijkenis met de para-influenzavirussen voorlopig Para-
influenzavirus type 4 genoemd. 
2. E i g e n s c h a p p e n d e r p a r a - i n f l u e n z a v i r u s s e n 
De para-influenzavirussen behoren tot de groep der myxovirussen. 
Hierin worden een aantal virussen met overeenkomstige eigenschappen 
ondergebracht (Andrewes e.m. 1955). De myxovirussen zijn rond en 
60—200 m/i groot. Bij enkele komen soms zeer lange draadvormige struc-
turen voor. Dit is vooral het geval bij vers geïsoleerde stammen. De rode 
bloedlichaampjes van verschillende diersoorten worden geagglutineerd, 
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aangezien zij uit mucoproteïne bestaande receptoren bezitten, waaraan 
het virus zich kan hechten. Het deel van een receptor, dat uit N-acetyl-
neuraminozuur bestaat, kan door het virus losgemaakt worden. Tengevolge 
hiervan elueert het virus van de erytrocyt. De erytrocyten kunnen hierna 
niet meer door dit virus worden geagglutineerd. Het enzym, dat voor de 
splitsing verantwoordelijk is, wordt genoemd: „receptor destroying enzym" 
of afgekort R.D.E. 
Mucoproteïnes, waaraan zich virus kan hechten, worden niet alleen 
gevonden op de erytrocyten maar ook in lichaamsvloeistoffen o.a. in 
traanvocht, speeksel, urine en serum van de mens en van vele gewervelde 
dieren en in het wit van kippeneieren. Het zijn slijmachtige stoffen. De 
grote affiniteit van de hier besproken virussen tot deze stoffen is aan-
leiding geweest hen de naam myxovirussen te geven. 
Met uitzondering van de influenzavirussen kunnen de myxovirussen, 
indien zij in grote hoeveelheden aanwezig zijn, erytrocyten lyseren. Hier-
aan vooraf gaat een hechting van het virus aan de erytrocyt, waarvoor 
dezelfde receptoren nodig zijn als voor de hemagglutinatie. De oorzaak 
van de hémolyse is niet bekend. 
De infectiositeit van de myxovirussen gaat bij 56° С in enkele minuten 
verloren. De infectiositeit verdwijnt eveneens na behandeling met 20 % 
ether. Hierbij lost het uit lipoïden bestaande omhulsel van het virus op. 
Het zg. S ( soluble )-antigeen, dat uit ribonucleïnezuur bestaat, wordt niet 
aangetast en blijft achter. De grootte hiervan is ongeveer 10—15 тм. 
Tot de groep van de myxovirussen behoren de volgende virussen: 
Myxovirus influenzae А 
Myxovirus influenzae В 
Myxovirus influenzae С 
Myxovirus pestis gallis ( = : vogelpestvirus) 
Myxovirus multiformis ( = Newcastle disease virus of N D V 
= pseudo-vogelpestvirus) 
Myxovirus parotitidis ( = : bof virus) 
Myxovirus para-influenzae type 1 
Myxovirus para-influenzae type 2 
Myxovirus para-influenzae type 3. 
Zij zijn op grond van het cytopathologische effect, pathogeniteit voor 
proefdieren en antigene structuur van elkaar te onderscheiden. 
Antigene eigenschappen. De para-influenzavirussen zijn immunolo­
gisch niet verwant aan influenza A-, B- en C-virus (Chanock e.m. 1958, 
Cook e.m. 1959). Daarentegen bestaat er wel een antigene verwantschap 
met andere myxovirussen. 
Para-influenza type 1 is sterk verwant aan het Sendai-virus, dat voor 
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het eerst in Japan werd geïsoleerd (Kuroya en Ishida 1953). Caviae, die 
met type 1 zijn geïmmuniseerd, ontwikkelen complementbindende en 
hemagglutinatieremmende antistoffen tegen Sendai-virus en omgekeerd 
(Chanock e.m. 1958, Cook e.m. 1959). Om deze reden zijn deze twee 
virussen samen in de groep der para-influenza type 1 virussen onderge-
bracht. Dat zij niet volkomen identiek zijn, blijkt uit het feit, dat na immu-
nisatie van caviae met hetzij Sendai-virus hetzij para-influenzavirus type 1 
de titerstijging van homologe antistoffen sterker is dan die van heterologe, 
vooral wat betreft hemagglutinatieremmende antistoffen. Bovendien 
vormen niet alle geïmmuniseerde dieren heterologe antistoffen (Cook 
e.m. 1959). Met het oog hierop heeft men aan deze virussen verschillende 
namen gegeven. Het Sendai-virus, ook wel genoemd „newborn pneumo-
nitis virus" ( N P V ) , „hemagglutinating virus of Japan" (HVJ) of 
influenza D-virus, wordt aangeduid als het Japanse subtype van para-
influenza type 1, het door Chanock e.m. geïsoleerde virus (HA2 virus) 
als het Amerikaanse subtype van para-influenza type 1. Het Sendai-virus 
bezit vermoedelijk een „bredere" antigene structuur dan para-influenza 
type 1 (Cook e.m. 1959). 
Bij serologische onderzoekingen met behulp van immuunsera, die bij 
twee konijnen waren bereid, vonden Zhdanov en Bukrinskaya (1960) 
geen verwantschap tussen Sendai- en het Amerikaanse para-influenza-
virus type 1, indien de sera werden onderzocht met behulp van de hemag-
glutinatieremmings- of neutralisatiereactie, en slechts een geringe ver-
wantschap, indien de complementbindingsreactie werd gebruikt. Boven-
dien verschilt het cytopathologisch effect van Sendai-virus duidelijk van 
dat van het Amerikaanse virus (zie pag. 9). Verder vermenigvuldigt 
Sendai-virus zich gemakkelijk in kippenembryo's in tegenstelling met het 
Amerikaanse subtype. Ook zouden er, volgens de Russische onderzoe-
kers, epidemiologische verschillen tussen deze twee virussen bestaan. Op 
grond van deze vier factoren, waarvan de eerte drie ons het belangrijkste 
schijnen, stellen deze onderzoekers voor het door Chanock e.m. geïso-
leerde para-influenzavirus type 1 en het Sendai-virus niet tot één type te 
rekenen maar als twee verschillende types te beschouwen. 
In het vervolg van deze studie zullen wij het virus, dat in de Verenigde 
Staten is geïsoleerd en aanvankelijk HA2 virus werd genoemd, aanduiden 
met de naam para-influenzavirus type 1. Het Sendai-virus blijven wij 
Sendai noemen. 
De para-influenzavirussen zijn verder verwant aan bof- en Newcastle 
disease virus ( N D V ) . Cook e.m. (1959) hebben aangetoond, dat para-
influenzavirus type 1, 2 en 3, Sendai-virus, bofvirus en N D V behoren 
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tot een groep virussen, waarin gemeenschappelijke antigenen voorkomen. 
Ieder virus bleek verwant te zijn aan tenminste één ander virus van deze 
groep, meestal aan twee of meer virussen. Eén gemeenschappelijk anti-
geen voor de gehele groep werd echter niet gevonden. De antigene ver-
wantschap tussen de virussen werd aangetoond met behulp van antisera, 
die bij caviae waren bereid. De sera werden onderzocht door middel van 
de hemagglutinatieremmings-, complementbindings- en neutralisatiereac-
tie. In de antisera werden antilichamen tegen het homologe type aange-
troffen en soms ook antilichamen tegen één of meer heterologe typen. 
Patiënten, die met para-influenzavirus of bofvirus waren geïnfecteerd, 
bleken eveneens in vele gevallen heterologe antilichamen te ontwikkelen. 
Infecties door type 1 gingen dikwijls gepaard met de vorming van com-
plementbindende antilichamen tegen Sendai- en type 3-virus en met de 
vorming van neutraliserende antilichamen tegen Sendai-, type 2- en type 
3-virus. Patiënten, die door type 3 waren geïnfecteerd, ontwikkelden 
soms complementbindende antilichamen tegen Sendai- en type 1-virus en 
neutraliserende antilichamen tegen Sendai-, type 1- en type 2-virus 
(McKinney e.m. 1959). Lijders aan bof vormden vaak complementbin-
dende antilichamen tegen type 2- en type 4-virus (Chanock e.m. 1956, 
Johnson e.m. 1960). Cook e.m. (1959) en Chanock e.m. (1960) menen, 
dat de ontwikkeling van heterologe antilichamen door patiënten berust 
op de antigene verwantschap tussen de virussen en tevens op een anam-
nestische reactie. Patiënten, die antilichamen tegen een heteroloog type 
vormen, zouden vroeger geïnfecteerd zijn geweest met dit type; een latere 
infectie met een verwant virus zou opnieuw antilichamen tegen het ,,oude" 
virus opwekken. 
Verscheidene jaren geleden is reeds gewezen op de antigene verwant-
schap tussen bofvirus en N D V (Kilham e.m. 1949, Jordan en Feller 1950, 
Bang en Foard 1956). Op deze studies zal piet nader worden ingegaan, 
aangezien dit onderwerp buiten het kader van ons onderzoek ligt. 
Evans (1960) vond bij twee patiënten met mononucleosis infectiosa een 
titerstijging van complementbindende antilichamen tegen para-influenza-
virus type 3. Op een mogelijke verwantschap tussen de verwekker van 
mononucleosis infectiosa en myxovirussen is reeds eerder gewezen. Bij 
een onderzoek van 110 lijders aan mononucleosis infectiosa vonden De-
Meio en Walker (1958) 13 maal een viervoudige of grotere titerstijging 
van hemagglutinatieremmende en neutraliserende antilichamen tegen 
Sendai-virus. Twee van de 13 patiënten ontwikkelden tevens antilichamen 
tegen bofvirus, éénmaal hemagglutinatieremmende en éénmaal comple-
mentbindende. Een ander argument voor een verwantschap tussen mono-
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nudeosis infectiosa en myxovirussen volgt uit proeven van Burnet en 
Anderson (1946). Deze onderzoekers konden N D V bij 37° С aan men­
selijke O-erytrocyten laten hechten, zonder dat hemagglutinatie optrad. 
De erytrocyten werden wel geagglutineerd, indien specifiek antiserum 
tegen N D V werd toegevoegd, maar ook na samenbrengen met sera van 
sommige patiënten met mononucleosis infectiosa. 
Behalve de antigene verwantschap zijn de affiniteit van virus tot anti-
lichamen en het vermogen antilichamen op te wekken van betekenis bij 
serologische onderzoekingen. Verschillen in deze eigenschappen tussen 
virusstammen van een bepaald type kunnen wisselende serologische resul-
taten verklaren. Dat deze varianten voorkomen, is aangetoond door on-
derzoekingen van Dinter e.m. (1960). Het bleek, dat een door hen ge-
ïsoleerd рага-influenzavirus type 3 (Umea stam) bestond uit drie varian­
ten, die onderling verschilden o.a. in affiniteit tot antilichamen en in ver­
mogen bij konijnen antilichamen op te wekken. 
Morphologische en physisch-chemische eigenschappen. Experimenten 
met behulp van ultrafiltratie hebben aangetoond, dat de grootte van 
рага-influenzavirus type 2 ligt tussen 80 en 150 m/» (Chanock 1956). Van 
type 1 en 3 is alleen bekend, dat zij een filter met een poriegrootte van 
600 m/» (Selas 0,3) kunnen passeren (Chanock e.m. 1958). De grootte en 
de structuur van deze virussen is nog niet nagegaan door middel van 
electronenmicroscopisch onderzoek. 
Evenals de andere myxovirussen zijn zij gevoelig voor hoge tempera­
tuur. Verwarming gedurende 5 minuten op 56° С is bijvoorbeeld voldoen­
de om de infectiositeit van type 3 te vernietigen (Chany e.m. 1958). 
Indien рага-influenzavirus type 3 gedurende 24 uur bij 20° С of 30 dagen 
bij —20° С wordt bewaard, daalt de infectiositeitstiter tot ongeveer 10 % 
van de oorspronkelijke waarde (Chany e.m. 1958). Bij —70° tot —50° С 
zijn de para-influenzavirussen goed houdbaar. 
De infectiositeit van type 1, 2 en 3 wordt vernietigd door de inwerking 
van 2 0 % ether gedurende 15 uur bij 4° С (Chanock 1956, Chanock 
e.m. 1958) en door formaldehyde in een verdunning van 1 : 4000 gedu­
rende 24 uur bij 4° С (Petersen 1959). De etherbehandeling vernietigt 
het hemagglutinerend vermogen niet. 
De erytrocyten van de mens en van verschillende diersoorten o.a. cavia, 
konijn, kuiken en aap worden door para-influenzavirussen geagglutineerd 
(Chanock 1956, Chanock e.m. 1958, McKinney e.m. 1959, Johnson e.m. 
1960). De hoogste titers worden bereikt, indien de erytrocyten van kui­
kens en caviae binnen 4 dagen na het afnemen van het bloed, worden 
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gebruikt. De binding van het virus aan de erytrocyten wordt bij 37° С 
verbroken door eenzelfde enzymatische werking als die van influenza-
virussen. Het is echter merkwaardig dat, in tegenstelling tot het effect 
bij influenzavirussen, de receptoren niet volledig worden vernietigd, aan­
gezien het virus zich na de elutie weer aan dezelfde erytrocyt kan hech­
ten (Chanock 1956). Celkweken waarin para-influenzavirus zich heeft 
vermenigvuldigd, tonen een positieve hemadsorbtiereactie. De hemad-
sorbtie (Vogel en Shelokov 1957, Shelokov e.m. 1958) is eveneens een 
gevolg van de mogelijkheid van virus om zich aan erytrocyten te binden. 
Specifieke antilichamen verhinderen de hechting van virus aan erytro­
cyten. Hemagglutinatie of hemadsorbtie vindt niet plaats in aanwezigheid 
van antilichamen. Men spreekt van een remming van deze reacties. Ook 
verschillende andere, niet specifieke stoffen kunnen een remmende wer­
king uitoefenen. Deze zg. aspecifieke remmers komen in wisselende hoe­
veelheden in sera van vele diersoorten voor. Uitvoerige studies zijn ver­
richt over de werking van aspecifieke remmers op influenzavirus. De rem­
mende stoffen van sera worden onderscheiden in de Francis- of alpha-
,,inhibitor", welke ongevoelig is voor verwarming gedurende 30 minuten 
op 100° С en de Chu- of bêta-„inhibitor", die vernietigd wordt bij ver-
warming gedurende 30 minuten op 65° C. De eerste stof is een muco-
proteïne, de tweede is een deel van de gammaglobulinefractie van het 
serum. Onlangs is een derde aspecifiek remmende stof beschreven (Shi-
mojo e.m. 1958, Takatsy en Barb 1959), die alleen de hemagglutinatie 
van bepaalde avide influenza A2-stammen remt. Deze stof, ook wel ge-
noemd gamma-„inhibitor", is een thermostabiel eiwit. Verhitting op 100° 
С gedurende 30 minuten vernietigt de werking niet; de activiteit is daar­
entegen hierna versterkt. De gamma-,.inhibitor" komt in grote hoeveel­
heden voor in het serum van paarden en caviae. 
De aspecifieke remmers kunnen door verschillende stoffen worden 
afgebroken. 
a. Het „receptor destroying enzym" ( R D E ) , dat de receptoren van 
erytrocyten vernietigt, breekt ook de alpha-,.inhibitor" af, de beta-,.inhi­
bitor" echter niet. Het wordt gevonden als exo-enzym van verschillende 
bacteriën o.a. van Vibrio comma. In een ruw extract van cultures van 
deze bacterie komt bovendien een stof voor met een trypsine-achtige, 
eiwitsplitsende werking, die de beta-,.inhibitor" afbreekt (Chu 1951). De 
gamma-„inhibitor" wordt niet afgebroken door RDE (Takatsy en Barb 
1959, 1959a). 
b. Trypsine vernietigt zowel de alpha- als de bèta- en de niet-verwarmde 
gamma-,.inhibitor". Deze stof heeft het nadeel, dat de benodigde concen-
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tratie weinig verschilt van die, welke de specifieke antilichamen kan 
aantasten (Sampaio en Isaacs 1953, Takatsy en Barb 1959, 1959a). 
с Natrium of kalium perjodaat breekt de alpha- en de bêta-„inhibitor" 
af door middel van oxidatie (Burnet en Lind 1954). De gamma-,.inhibi-
tor" wordt niet of slechts gedeeltelijk afgebroken (Takatsy en Barb 1959, 
1959a). 
d. Gasvormig CO2 vernietigt de alpha- en de bêta-„inhibitor" (Gnori-
zova 1957). De werking op de gamma-,.inhibitor" is niet bekend. 
In sera van de mens en van verschillende diersoorten zoals caviae, ko-
nijnen, kalveren en apen zijn remmende stoffen tegen para-influenzavirus 
gevonden, die met RDE en perjodaat te vernietigen zijn (Chanock 1956, 
Reisinger e.m. 1959, Clarke en Saynor 1959). Het is noodzakelijk deze 
aspecifieke remmers te verwijderen uit de sera, die men wil onderzoeken 
op de aanwezigheid van specifieke antilichamen. Bij kweekproeven op 
virus moet men eveneens rekening houden met een mogelijke neutralisatie 
van virus door aspecifieke remmers. Mede met het oog hierop verdient het 
aanbeveling medium zonder serum te gebruiken voor weefselkweken, 
waarin proeven met para-influenzavirus worden verricht. 
Vermenigvuldiging en CPE in verschillende celsoorten. Para-influenza-
virus type 1 werd door Chanock e.m. (1958, 1959) geïsoleerd in primaire 
kweken van apenierweefsel. In primaire kweken van menselijke amnion-
en levercellen en in continue kweken van HeLa-, HS-, H E P 1- en H E P 
2-cellen slaagde de isolatie van dit virus niet (Petersen 1959). Voor de 
isolatie van type 2 bleken naast primaire kweken van apenierweefsel ook 
primaire kweken van menselijke amnioncellen goed bruikbaar te zijn (Cha-
nock 1956, Beale e.m. 1958, Pereira en Fischer 1960). In HeLa-cellen 
werd dit virus enkele malen geïsoleerd, al waren deze cellen minder ge-
voelig (Beale e.m. 1958). Naast primaire kweken van apenierweefsel 
werden voor de isolatie van para-influenzavirus type 3 ook.primaire kwe-
ken van menselijke nier- en kalfsniercellen met succes gebruikt, evenals 
continue kweken van HeLa- en KB-cellen (Chanock e.m. 1958, Chanock 
e.m. 1959, Marston 1958, Chany e.m. 1958, Abinanti en Huebner 1959, 
Béládi en Kukán 1960). Over de mogelijkheid om para-influenzavirus-
stammen aan te passen aan celsoorten, die niet geschikt zijn voor de 
isolatie van virus, wordt in de literatuur weinig vermeld. Para-influenza-
virus type 1 bleek zich te kunhen vermenigvuldigen in primaire kweken 
van menselijke niercellen en in continue kweken van menselijke amnion 
(FL)-cellen (Cohen 1959, Petersen 1959), type 3 in continue kweken 
van menselijke lympheklier (LoHi)-cellen (Marston 1958). 
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Het is niet bekend of de gevoeligheid van weefselkweken voor para-
influenzavirussen afhankelijk is van de pH van het medium of van de 
temperatuur waarbij de cellen worden bebroed. 
Sendai-virus veroorzaakt een duidelijk cytopathologisch effect in verse 
kweken van cavia- en apenierweefsel. Men ziet grote cellen met lange 
uitlopers. In het cytoplasma worden eosinophiele insluitsels gevonden 
(Heath en Tyrrell 1958, Zhdanov en Bukrinskaya 1960). Para-influen-
zavirus type 1 veroorzaakt in dit weefsel een geheel ander cytopatholo-
gisch effect. Er worden plaatselijk ronde gekorrelde cellen gevormd, 
welke niet samenvloeien of samenklonteren (Chanock e.m. 1958, Peter-
sen 1959). Type 2 doet in verse kweken van apenierweefsel de celwanden 
vervagen, waarna versmelting van cellen optreedt. Op deze wijze ont-
staan meerkernige reuscellen, waarin een honderdtal kernen kunnen liggen. 
Hierna ontwikkelen zich korrels en vacuolen in de cellen. Door schrom-
pelen en loslaten van de aangetaste cellen ontstaan gaten in de cellaag, 
die tengevolge hiervan het uiterlijk van Zwitserse kaas of een spons krijgt 
(Chanock 1956, 1957). Dit type vormt in het cytoplasma grote eosino-
phiele insluitsels, zowel in HeLa-cellen als in apeniercellen (Lepine e.m. 
1959, La Placa en Moscovici 1961). Na enting van type 3 virus in verse 
kweken van apeniercellen of in continue kweken van HeLa- of LoHi-
cellen ontstaan eveneens reuscellen en gaten. Ook worden in het cyto-
plasma eosinophiele insluitlichaampjes gevormd (La Placa en Moscovici 
1961). Bovendien veroorzaakt dit virus vaak langgerekte cellen (Marston 
1958, Chany e.m. 1958, Chanock e.m. 1958-a). Het cytopathologisch 
effect, dat door para-influenzavirus type 1, 2 en 3 wordt veroorzaakt, 
blijft meestal plaatselijk. Na primaire enting treedt het effect in de regel 
Iaat en soms in het geheel niet op. Na één of meer passages zijn de ver-
anderingen dikwijls al na 24 tot 72 uur zichtbaar. Er zijn aanwijzingen 
dat de reuscellen bij type 2 en 3 ontstaan door versmelting van het 
cytoplasma (Lepine e.m. 1959). Toch is na enting met type 2 ook een 
kerndeling van een geïnfecteerde cel waargenomen. Reuscelvorming door 
kerndeling lijkt dus niet uitgesloten (La Placa en Moscovici 1961 ). Para-
influenzavirus type 4 veroorzaakt in primaire kweken van apenierweefsel 
slechts zeer geringe veranderingen. Na 5—7 dagen ontstaan ronde, ge-
korrelde cellen en slechts af en toe reuscellen met 3—5 kernen. Eosino-
phiele insluitsels zijn in het cytoplasma waar te nemen (Johnson e.m. 
1960). 
Er zijn enkele onderzoekingen verricht over „plaque" vorming door 
para-influenzavirussen. Het blijkt, dat type 1 en 2 geen „plaques" vor-
men in FL-cellen, (Deibel 1959). Type 3 vormt in FL-cellen wel „pla-
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ques", evenals in LoHi-cellen (Marston en Vaughan 1960). De „plaque" 
vorming werd door Marston en Vaughan (1960) onderzocht met behulp 
van de hemadsorbtieproef. Hierbij ontstaan zg. „hemadsorption plaques". 
De „plaques" worden niet groter dan 2 mm. Een bij het rund geïsoleerde 
stam van type 3-virus bleek in primaire cultures van kalfsniercellen ook 
„plaques" te kunnen vormen (Dinter e.m. 1960). 
In de literatuur zijn tot dusver geen mededelingen gedaan van proeven 
over „plaque" vorming door type 4. 
Gevoeligheid van proefdieren. Para-influenzavirussen zijn geënt in ver-
schillende soorten proefdieren om na te gaan of virusvermenigvuldiging 
plaats vindt, antistoffen worden opgewekt, ziekteverschijnselen worden 
teweeggebracht en histologische afwijkingen worden veroorzaakt. Een 
overzicht van de resultaten van deze proeven is weergegeven in tabel 1. 
3. V e r b r e i d i n g v a n p a r a - i n f l u e n z a v i r u s s e n 
o n d e r d i e r e n . 
Sendai-virus werd voor het eerst door Japanse onderzoekers (Kuroya 
en Ishida 1953) geïsoleerd in muizen, die intranasaal werden besmet met 
materiaal van pasgeboren kinderen met pneumonie. Later is gebleken, 
dat dit virus ook bij niet besmette muizen in de longen vaak latent aan-
wezig is (Fukumi e.m. 1954). Het is dus niet duidelijk of het in Japan 
geïsoleerde virus inderdaad afkomstig was van de patientjes. 
Bij caviae komen waarschijnlijk eveneens natuurlijke infecties met para-
influenzavirussen voor. Bij deze dieren zijn complementbindende anti-
lichamen tegen type 1, 2 en 3 aangetoond (Chanock e.m. 1958, Cook e.m. 
1959). Neutraliserende en hemagglutinatieremmende antilichamen tegen 
type 3 werden eveneens waargenomen (Cook e.m. 1959). Bij sommige 
groepen dieren waren alle sera positief voor één of meer van de 3 types. 
Isolatie van para-influenzavirus uit normale, niet opzettelijk besmette 
dieren, is nog niet vermeld. 
In primaire, niet beënte kweken van apenierweefsel zijn virussen ge-
vonden, die zich kunnen hechten aan erytrocyten van verschillende spe-
cies en sterk gelijken op myxovirussen (Evans 1960, Tobin 1960, Chany 
e.m. 1958). Serologisch zijn zij verwant aan para-influenzavirus type 1 
(Emery en York 1960). De virussen worden genoemd SHV, een afkor-
ting van „simian hemadsorbing virus". Emery en York (1960) hebben in 
24 van de 44 door hen onderzochte nieren, afkomstig van rhesus en cyno-
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TABEL 1 
Gevoeligheid van verschillende soorten dieren voor para-infiuenzavirussen. 
P r o e f d i e r 
wijze van besmetting 
K i p p e n e m b r y o 
in amnionholte 
in allantoisholte 
Z u i g e l i n g e n m u i s 
intracerebraal 
intranasaal 
parenteraal 
V o l w a s s e n m u i s 
intranasaal 
C a v i a 
intranasaal 
H a m s t e r 
intranasaal 
A a p 
intranasaal 
К o η ij η 
intranasaal 
K a t o e n r a t 
intranasaal 
L i t e r a t u u r Τ 
(1) Kuroya en Is 
(2) Chanock e.m. 
(3) Petersen 1959 
Aard van het _ 
onderzoek S e n d a i 
! 
Virusvermenigv. Wel, na 
8 muis-
passa-
ges (1) 
Virusvermenigv. Wel, na 
8 muis­
pa ssa-
ges (1) 
Virusvermenigv. | 
Ziekteversch. 
Histol. afw. • 
Antistofvorming 
Ziekteversch. 
Histol. afw. 
Letale 
pneu­
monie (9) 
Longont­
steking (9) 
I 
1 
Antistofvorming Wel (2) 
Ziekteversch. 
Virusvermenigv. 
Antistofvorming 
Ziekteversch. 
Histol. afw. 
Wel (6) 
Antistofvorming 
Ziekteversch. 
Antistofvorming 
Ziekteversch. 
Antistofvorming 
a b e l 1 
lida 1953 ( 
1958 ( 
( 
4) Chanock 1 
5) Chany e.m 
6) McKinney 
Type 1 Type 2 
Sommige 
stammen 
wel (2) 
Geen (3) 
Geen (3) 
Geen (3) 
Geen (3) 
W e l (2) 
Geen (3) 
Na 3 dgn. 
zwak 
(4) 
Na 3 dgn. 
geen 
(4) 
Geen (4) 
Geen (4) 
Geen (4) 
Wel (2) 
W e l (3) 
Wel (3) Wel (6) 
Geen (3) 
Geen (3) 
Wel (3) 
Geen (3) 
Type 3 
Sommige 
stammen 
wel (2) 
Geen (5-6) 
Geen (6) 
Geen (6) 
Geen (6) 
Geen (6) 
Geen (5) 
W e l (2) 
Geen (5) 
Wel (in 
longen) (8) 
Wel (6) 
Geen (6) 
Weinig (in 
longen) (8) 
Wel (4) , 
Wel (2) 
Geen (3) 
956 
. 1959 
e.m. 1959 
(7) Je 
(8) С 
(9) N 
Wel ( l e n 6 ) 
Geen (5 en 6) 
ihnson e.m. 19 
raighead e.m. 
oda 1953 
Type 4 
Geen (7) 
Geen (7) 
Geen (7) 
Geen (7) 
Sterk po­
sitief 7) 
Wel (7) 
Wel (7) 
Geen (7) 
60 
1960 
molgus apen, SHV-stammen aangetoond. De stammen werden vooral in 
de maanden December tot April vaak gevonden, namelijk in 11 van de 
15 onderzochte dieren. Hoewel het dus duidelijk is, dat een deel van de 
apen met een hemadsorberend virus was besmet, was het alleen mogelijk 
door middel van intracerebrale besmetting met SHV bij deze dieren 
ziekte te verwekken (Huil e.m. 1958). Na intramusculaire besmetting en 
na besmetting op andere, niet nader aangeduide, wijzen ontstond geen 
ziekte. 
Uit het neus-, larynx- en trachea-exsudaat van runderen en kalveren 
met luchtwegaandoeningen is een virus geïsoleerd, dat identiek is aan 
para-influenza type 3 (Reisinger e.m. 1959, Abinanti en Huebner 1959, 
Bakos en Dinter 1960). De virologisch positieve runderen leden aan een 
ziekte, die „mucosal disease" wordt genoemd. De ziekte gaat gepaard met 
koorts, rhinitis en conjunctivitis, soms met gastroenteritis en diarrhoe. Bij 
kalveren werd het virus geïsoleerd in gevallen van „shipping fever', een 
ziekte van de luchtwegen, die voorkomt bij getransporteerde dieren. Sero-
logisch onderzoek heeft uitgewezen, dat de infecties met type 3-virus in 
vele gevallen subklinisch verlopen (Hoerlein e.m. 1959, Bakos en Dinter 
1960-a). Het staat nog niet vast, dat para-influenza type 3 de verwekker 
is van „mucosal disease" en „shipping fever". Ook is het niet duidelijk 
of er een verband tussen de twee genoemde syndromen bestaat. Evenmin 
is het bekend of het kalf of het rund de mens kan infecteren en omge-
keerd. Wel lijkt het waarschijnlijk, dat opeenhoping van dieren en klima-
tologische veranderingen tijdens het transport provocerende factoren zijn 
voor het ontstaan van de ziekte bij kalveren (Abinanti e.m. 1960). Uit 
serologische onderzoekingen bleek, dat in sera van jonge en volwassen 
runderen veelvuldig antilichamen tegen para-in f luenzavirus type 3 worden 
aangetroffen (Bakos en Dinter 1960-a, Marston en Vaughan 1960). Met 
het oog hierop verdient het geen aanbeveling sera van kalveren of run-
deren te gebruiken voor weefselkweken, waarin proeven met para-
zavirus type 3 worden verricht, tenzij de sera van tevoren zijn onder-
zocht en geen antilichamen blijken te bezitten. 
4. I n f e c t i e s m e t p a r a - i n f l u e n z a v i r u s s e n bij 
m e n s e n . 
Bij de bestudering van de literatuur over de etiologie van acute lucht-
wegziekten bij kinderen moet rekening worden gehouden met verschillen 
in terminologie. Door sommige Engelse onderzoekers (Gardner e.m. 1960) 
wordt onder „croup" acute laryngitis verstaan, die gepaard gaat met 
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Stridor en soms ook met tracheitis en bronchitis. Amerikaanse en Cana-
dese onderzoekers (Chanock 1956, Beale e.m. 1958, Cramblett 1958) ge-
bruiken de aanduiding ,,croup" als synoniem voor acute laryngo-tracheo-
bronchitis. In ons land wordt een onderscheid gemaakt tussen pseudo-
croup, ook wel laryngitis subglottica of laryngitis stridula genoemd, en 
acute laryngo-tracheo-bronchitis. De eerstgenoemde aandoening kan ge-
paard gaan met een kortdurende inspiratoire stridor, de laatstgenoemde 
met een langer durende benauwdheid (Gorter 1950). 
Chanock e.m. (1959) isoleerden in de periode van October 1957 tot 
en met December 1958 bij een groep van 1654 kinderen met respiratoire 
infecties, die in ziekenhuizen in Washington waren opgenomen, in 3,6 % 
der gevallen para-influenzavirus type 1 en in 2,6 c/c type 3. Para-influen-
zavirus werd aangetroffen bij kinderen, die ernstig ziek waren en leden 
aan pharyngitis, acute laryngo-tracheo-bronchitis, bronchitis en pneu-
monie, en bij kinderen met een milde aandoening van de luchtwegen. In 
dezelfde periode werd bij een controlegroep van 1381 patiënten, die niet 
leden aan een ziekte van de luchtwegen of longen, maar overigens verge-
lijkbaar waren met de eerste groep patiënten, in 0,22 % en 0,14 % der 
gevallen respectievelijk type 1- en type 3-virus geïsoleerd. Serumparen 
van 287 patiënten uit de eerste groep werden met behulp van de comple-
mentbindingsreactie onderzocht. In 10,4 % der gevallen werd een signi-
ficante titerstijging van antistoffen tegen type 1 gevonden, in 16,4 % 
van antistoffen tegen type 3. In een contrôle-groep van 124 patiënten 
waren de percentages respectievelijk 0,8 % en 6.4 %. De verschillen tus-
sen patiënten met respiratoire infecties en patiënten uit de contrôle-groep 
waren significant. Op grond hiervan mag worden aangenomen, dat er 
een etiologisch verband bestaat tussen para-influenzavirus type 1 en 3 
en respiratoire ziekten bij kinderen. De positieve gevallen uit de controle-
groep tonen aan, dat infecties met deze virussen ook sub-klinisch kunnen 
verlopen. 
Bij een ander onderzoek (Chanock 1956) werd bij 2 van 12 patientjes 
met acute laryngo-tracheo-bronchitis (,,croup") para-influenzavirus type 
2 geïsoleerd. Een titerstijging van complementbindende, neutraliserende 
en/of hemagglutinatieremmende antilichamen tegen type 2 werd bij 5 
van de 12 patientjes gevonden. Bij 16 patientjes, die aan andere dan 
respiratoire ziekten leden, werd dit virus geen enkele maal geïsoleerd en 
slechts éénmaal werd een titerstijging van hemagglutinatieremmende en 
neutraliserende antistoffen gevonden. Op grond van deze bevindingen 
lijkt het waarschijnlijk, dat er een etiologisch verband bestaat tussen Para-
influenzavirus type 2 en „croup". In verband met het geringe aantal 
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onderzochte patiënten is het echter niet geoorloofd een definitieve con-
clusie te trekken. 
Para-influenzavirus type 4 werd geïsoleerd bij een student met respi-
ratoire afwijkingen en bij 30 kinderen, die ten dele aan een respiratoire 
ziekte leden, ten dele gezond waren (Johnson e.m. 1960). Een vergelij-
kend onderzoek bij patiënten en controle-personen is nog niet beschreven. 
Het is dus niet zeker of type 4 ziekte kan veroorzaken. 
De ziekteverwekkende eigenschappen van para-influenzavirus type 1 en 
3 zijn tevens onderzocht door middel van proeven op vrijwilligers (Rei-
chelderfer e.m. 1958, Tyrrell e.m. 1959). Bij het onderzoek van Tyrrell 
e.m. (1959) werden 23 proefpersonen besmet met type 1 en 15 met 
type 3. Virushoudend materiaal werd bij de vrijwilligers gepenseeld op 
het neusslijmvlies, de oropharynx en de conjunctiva. Het bleek, dat het 
virus 3—6 dagen na de besmetting weer uit de keel kon worden ge-
ïsoleerd. Op dit tijdstip toonden de meeste proefpersonen verschijnselen 
van verkoudheid. Op grond hiervan lijkt het waarschijnlijk, dat de incu-
batieperiode van infecties met deze types para-influenzavirus 3—6 dagen 
bedraagt. Bij een deel van de vrijwilligers werd een significante titer-
stijging van neutraliserende, hemagglutinatieremmende en/of complement-
bindende antistoffen vastgesteld. Proefpersonen, die met contrôlevloei-
stof zonder virus werden behandeld, werden niet ziek en ontwikkelden 
geen antistoffen. Evenmin werd bij hen virus aangetroffen. Ook deze 
proeven tonen aan, dat para-influenzavirus type 1 en 3 ziekte kunnen 
verwekken. In het feit, dat deze proeven bij volwassenen werden gedaan, 
ligt misschien de verklaring voor de bevinding, dat de ziekte in op één 
na alle gevallen zeer goedaardig was en alleen gepaard ging met ver-
schijnselen van verkoudheid, terwijl bij kinderen ook ernstiger aandoe-
ningen en diepere luchtweginfecties werden waargenomen. In het éne 
uitzonderingsgeval toonde de proefpersoon influenza-achtige verschijn-
selen, o.a. koorts (38,3 C) , spierpijn en hoofdpijn, die ongeveer 4 dagen 
bleven bestaan. 
Para-influenzavirussen kunnen gedurende de eerste 2 tot 3 dagen der 
ziekte worden geïsoleerd uit het secreet van de neuskeelholte (Vargosko 
e.m. 1959). In de literatuur zijn geen mededelingen gedaan over de iso-
latie van para-influenzavirussen uit de ontlasting of uit ander materiaal. 
In verband met de thermolabiliteit van para-influenzavirussen lijkt het 
ook niet aannemelijk, dat infecties zich via faecaliën verspreiden. Waar -
schijnlijk wordt het virus, dat in het secreet van de luchtwegen wordt 
uitgescheiden, via de lucht op andere mensen en misschien dieren over-
gedragen. 
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Over de frequentie van infecties met рага-influenzavirus zijn nog be­
trekkelijk weinig gegevens bekend. Uit het reeds genoemde onderzoek van 
Chanock e.m. (1959) in Washington bij kinderen met acute respiratoire 
aandoeningen bleek, dat 26,8 % van de patiënten door para-influenza-
virus type 1 of type 3 was geïnfecteerd. Dit percentage was gebaseerd 
op het onderzoek naar complementbindende antistoffen tegen type 1 en 
type 3 bij 287 patientjes. Serologisch onderzoek naar het voorkomen van 
infecties met type 2 werd niet verricht. Infectie met type 1 of type 3 werd 
vastgesteld bij patiënten met pneumonie, acute laryngo-tracheo-bronchitis, 
bronchiolitis en pharyngitis in respectievelijk 24,4 %, 41,9 %, 16,3% en 
31,2 % der gevallen. 
In Engeland werd in de winter van 1958—1959 een serologisch onder-
zoek met behulp van de complementbindingsreactie en een virologisch 
onderzoek verricht bij een groep van 296 patiënten met respiratoire infec-
ties, waaronder 117 kinderen en 179 volwassenen (Holland e.m. 1960). 
Hierbij werd slechts in 5 gevallen een infectie met para-influenzavirus 
type 1 en in 3 gevallen een infectie met type 3 vastgesteld. Infecties met 
typ 2 werden niet gevonden. Het bleek, dat 6 kinderen (5,1 %) en 2 
volwassenen (1,1 %) door para-influenzavirus waren geïnfecteerd. 
Evans (1960) vond tijdens een onderzoek, dat in de periode van januari 
1957 tot en met april 1959 in de Verenigde Staten werd verricht bij 227 
volwassen patiënten (Amerikaanse studenten) met respiratoire aandoe-
ningen, in 10 % der gevallen een titerstijging van complementbindende 
antilichamen; 1,5 % der patiënten ontwikkelden antilichamen tegen type 
1, 8,5 % tegen type 3. Onderzoek naar antilichamen tegen type 2 werd 
niet verricht. 
Franse onderzoekers (Lelong e.m. 1959) hebben bij 6 kinderen met 
een milde aandoening van de onderste luchtwegen virologisch en sero-
logisch een infectie met para-influenzavirus type 3 aangetoond. Ook in 
Engeland werd type 3-virus geïsoleerd bij enkele kinderen met een goed-
aardige respiratoire infectie (Sutton e.m. 1959). Verder is een infectie 
met type 3 vastgesteld bij 4 kinderen, die leden aan een niet gedifferen-
tieerde ziekte van de luchtwegen en die tegelijkertijd waren geïnfecteerd 
met een ander, nog niet geïdentificeerd virus, dat HeLa-enterovirus (HE) 
werd genoemd (Cramblett e.m. 1959). Het is niet duidelijk of één van 
deze virussen of beiden oorzaak waren van de ziekte. Tijdens een epidemie 
van een op influenza gelijkende ziekte in Ontario, Canada, werd uit 78 
van 175 keelspoelsels, die kort na het begin van de ziekte bij de patiën-
ten waren afgenomen, een virus afgezonderd (Labzoffsky e.m. 1959). 
Het virus werd geïsoleerd in cultures van apeniercellen, in 13 gevallen 
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bovendien in 7 tot 11 dagen oude kippenembryo's. Volgens de onder-
zoekers zou het virus verwant, maar niet identiek zijn aan para-influen-
zavirus type 3. De in het artikel vermelde gegevens zijn echter bijzonder 
summier en het is niet mogelijk zich op grond hiervan een oordeel te 
vormen over de betekenis van deze vondst. In een casuïstische mededeling 
(Béládi en Kukán 1960) werd gewezen op de isolatie van para-influenza-
virus type 3 bij een kind met een respiratoire aandoening. De uitkomsten 
van een recent onderzoek in Rusland wijzen erop, dat type 3 de oorzaak 
was van een epidemie van bronchopneumonie bij kinderen van 4 maanden 
tot 2 jaar (Bukrinskaya en Paktoris 1960). 
Petersen en von Magnus (1958) isoleerden een type 1-virusstam bij 
een kind met een influenza-achtige aandoening. Uit een onderzoek in 
Japan (Fukumi e.m. 1959) blijkt eveneens, dat type 1 vermoedelijk de 
oorzaak was van een op influenza gelijkende ziekte, die onder school-
kinderen heerste; in 4 gevallen werd virus geïsoleerd. 
Hoewel infecties met para-influenzavirussen zijn vastgesteld bij pa-
tiënten met aandoeningen van de bovenste en onderste luchtwegen en bij 
lijders aan pneumonie, zijn naar verhouding de meeste infecties waar-
genomen bij patientjes met acute laryngo-tracheo bronchitis. Chanock 
(1956) heeft een onderzoek verricht bij 12 patientjes met acute laryngo-
tracheo-bronchitis, die tussen October 1955 en januari 1956 ziek waren; in 
5 van de 12 gevallen werd virologisch en/of serologisch een infectie met 
para-influenzavirus type 2 vastgesteld. Ongeveer in dezelfde periode 
(October en november 1955) werd door Beale e.m. (1957, 1958) bij 10 
van de 15 door hen onderzochte patientjes met acute laryngo-tracheo-
bronchitis, para-influenzavirus type 2 geïsoleerd. Cramblett (1958) deed 
een casuïstische mededeling over een geval van acute laryngo-tracheo-
bronchitis bij een zuigeling, bij wie virologisch en serologisch een infectie 
met type 2 werd aangetoond. Vargosko e.m. (1959) hebben in de periode 
van October 1957 tot October 1958 een onderzoek verricht bij 47 patientjes 
met acute laryngo-tracheo-bronchitis; in 36,2 % van de gevallen werd 
een infectie met type 1 vastgesteld, in 4,2 % een infectie met type 2 en 
in 6,4 % een infectie met type 3. Uit deze onderzoekingen blijkt, dat 
para-influenzavirussen een belangrijke oorzaak zijn van acute laryngo-
tracheo-bronchitis. Vóór 1957 werden in Noord-Amerika uitsluitend type 
2-stammen gevonden, na 1957 overwegend type 1-stammen. Onlangs 
zijn ook in Engeland para-influenzavirussstammen geïsoleerd bij enkele 
kinderen met acute laryngo-tracheo-bronchitis; de stammen behoorden tot 
type 2 (Gardner e.m. 1960, Pereira en Fisher 1960). 
De meeste onderzoekingen naar het voorkomen van para-influenza-
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virussen zijn verricht bij kinderen. Uit verschillende onderzoekingen 
(Meenan e.m. 1959, McKinney e.m. 1959, Clarke en Saynor 1959, Evans 
1960, Holland e.m. 1960) blijkt echter, dat ook bij volwassenen infecties 
met para-influenzavirussen voorkomen. Uit het reeds genoemde onder-
zoek van Evans (1960) bij studenten met acute respiratoire ziekten bleek, 
dat 10% van de patiënten met para-influenzavirus was geïnfecteerd. Tij-
dens een onderzoek in Engeland bij 179 volwassen patiënten met respi-
ratoire aandoeningen werd slechts in 2 gevallen (1,1 %) een infectie 
met para-influenzavirus waargenomen (Holland e.m. 1960). Over het 
ziektebeeld of de ziektebeelden, die para-influenzavirussen bij volwasse-
nen veroorzaken, is weinig bekend, aangezien het aantal onderzochte 
patiënten en het aantal positieve gevallen onder hen gering is. 
Het lijkt alsof infecties met para-influenzavirus vaker bij mannen dan 
bij vrouwen voorkomen. Uit het onderzoek van Evans (1960) bleek, dat 
14 % van de mannelijke patiënten en 3 % van de vrouwelijke patiënten 
serologisch positief waren. Beale e.m. (1958) en Vargosko e.m. (1959) 
vonden, dat jongens met acute laryngo-tracheo-bronchitis in verhouding 
vaker met para-influenzavirus waren geïnfecteerd dan meisjes, die aan 
deze ziekte leden. Er zijn echter nog te weinig gegevens beschikbaar om 
een conclusie over de geslachtsverdeling te kunnen trekken. 
Een duidelijke invloed van het seizoen op het voorkomen van infecties 
met para-influenzavirussen, zoals dat bij influenza het geval is, blijkt niet 
te bestaan. Gedurende het gehele jaar komen infecties voor, zij het met 
een geringe voorkeur voor de koude jaargetijden (Chanock e.m. 1959, 
Evans 1960). 
De epidemiologische onderzoekingen, welke gedurende de laatste 4 
jaren in verschillende landen zijn gedaan en waarbij onderling nogal af-
wijkende uitslagen werden verkregen, wekken het vermoeden, dat de 
frequentie van para-influenzavirusinfecties in verschillende jaren en landen 
wisselend is. Hierbij dient echter rekening te worden gehouden met het 
feit, dat ook andere factoren, zoals verschillen in de techniek van het 
laboratoriumonderzoek en de leeftijd der onderzochte patiënten, een zeer 
belangrijke invloed kunnen hebben op de resultaten van het onderzoek. 
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HOOFDSTUK II 
MATERIAAL E N M E T H O D E 
1. W e e f s e l k w e e k 
Voor de isolatie van virus en de bereiding van antigeen maakten wij 
gebruik van verse cultures van apenier- en schildklierweefsel en van de 
HeLa-celstam, die continu wordt voortgekweekt. 
Het apenierweefsel was afkomstig van cynomolgus of rhesusapen. Wij 
ontvingen de apenieren van het laboratorium voor poliovaccinbereiding 
van het Rijksinstituut voor de Volksgezondheid. De nierschors werd in 
zeer kleine fragmentjes gesneden en vervolgens enkele malen gewassen 
met Hanks' oplossing. Daarna werd 15 ml van een op 37° С voorver­
warmde 0,5 % trypsine-oplossing van de weefselstukjes toegevoegd. De 
trypsine-oplossing werd gemaakt in fosfaatbuffer van de volgende samen­
stelling: 
Primair kaliumfosfaat (p.a. droog) 
Secundair natriumfosfaat (p.a. 2 H2O) 
Natrium chloride 
Kalium chloride 
Calcium chloride (droog) 
Magnesium chloride (6 H2O) 
Aqua bidest 
0,020 gr. 
0,115 gr. 
0,800 gr. 
0,020 gr. 
0,010 gr. 
0,010 gr. 
100 ml. 
De pH van de trypsine-oplossing is 6,4. 
Wij lieten het mengsel van trypsine en weefselfragmentjes gedurende 
1 uur bij 37° С staan. Hierna werd het gedurende 10 minuten bij kamer­
temperatuur geschud. Vervolgens lieten wij de niet afgebroken weefsel-
fragmentjes bezinken, waarna de bovenstaande vloeistof (celsuspensie) 
werd afgepipetteerd. Deze vloeistof werd onmiddelijk gedurende 5 minu­
ten met een snelheid van 400 rpm afgecentrifugeerd. Aan de bezonken 
weefselfragmentjes werd opnieuw trypsine toegevoegd en de boven be­
schreven bewerkingen werden herhaald. Indien de opbrengst van losse 
cellen nog groot was, volgde hierna nog een derde behandeling. 
De sedimenten van de drie gecentrifugeerde celsuspensies werden bij 
elkaar gevoegd en gesuspendeerd in aankweekmedium zodanig, dat 1 ml 
van dit medium 30.000 cellen bevatte. Deze suspensie werd in buizen 
of flessen van Kimble-neutraglas met een inhoud van respectievelijk 20 ml 
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en 200 ml gebracht, in hoeveelheden van 1 ml per buis of 8 ml per fles. 
De cellen werden stationair bij 37° С geïncubeerd. Zodra een aaneenge-
sloten cellaag was gevormd, werden de celcultures beent. Meestal was 
dit na ongeveer 4 dagen het geval. 
Indien wij de celkweken op een later tijdstip wilden gebruiken, plaat-
sten wij de cultures bij een temperatuur van 30° C. Bij deze temperatuur 
vond slechts een zeer geringe stofwisseling plaats; het medium behoefde 
slechts eenmaal per week te worden ververst. Het bleek, dat celkweken 
zonder enig bezwaar gedurende 3 weken bij 30° С konden worden be­
waard. Voordat deze celkweken werden gebruikt, werd het medium ver­
verst en werden de cultures gedurende 24 uur bij 37° С geïncubeerd. 
Schildklierweefsel werd op gelijke wijze behandeld. Het was afkomstig 
van operatiepatiënten en werd direct na verwijdering naar het labora-
torium gebracht ter verdere verwerking. Van colloidrijke strumaweefsels 
verkregen wij in de regel na behandeling met trypsine aanzienlijk meer 
losse cellen dan van parenchymateus weefsel. Ook de cultures van schild-
kliercellen waren goed houdbaar bij 30° C. 
HeLa-cellen werden in ons laboratorium gekweekt volgens de methode, 
die al eerder is beschreven (Kok 1957). 
De media, die werden gebruikt, hadden de volgende samenstelling: 
1. Aankweekmedium voor apenier- en schildkliercellen. 
Lactalbumine hydrolysaat 
Natriumbicarbonaat 
Penicilline 
Streptomycine 
Kalfsserum 
Hanks' oplossing 
0,500 gr. 
0,035 gr. 
5000 E 
5000 γ 
10 ml 
90 ml 
2. Aankweekmedium voor HeLa-cellen. Dit medium had dezelfde sa­
menstelling als dat voor apenier- en schildkliercellen. In plaats van 10 ml 
kalfsserum werd echter 5 ml paardeserum gebruikt. 
Zowel primaire kweken van apenier- en schildkliercellen als secundaire 
kweken, die éénmaal waren omgezet, werden gebruikt. Secundaire kwe-
ken van apeniercellen hadden in de regel een fraaier aspect dan primaire 
kweken. 
Eén dag voor het beënten werden de celcultures tweemaal gewassen 
met medium 199 van de volgende samenstelling : 
Natrium bicarbonaat 0.07 gr 
Penicilline 5000 E 
Streptomycine 5000 7 
Tissue culture (T.C.) medium 199 (Difco) 100 ml 
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Na het wassen werden de celcultures gedurende een nacht met medium 
199 bij 37° С geïncubeerd. Direct vóór het enten van op virus te onder-
zoeken materiaal werden de celcultures nogmaals gewassen met medium 
199. Wij hebben aangenomen, dat door deze behandeling het serum vrij-
wel volledig werd verwijderd. Bij het enten en het verversen werd even-
eens medium 199 gebruikt. Indien materiaal van patiënten op virus werd 
onderzocht, werd extra 5000 E mycostatine per 100 ml medium toege-
voegd. 
2. V i r o l o g i s c h o n d e r z o e k 
De monsters voor virologisch onderzoek waren hoofdzakelijk watten, 
die waren gestreken over de wand van de keelholte van kinderen met 
respiratoire infecties. Een enkele maal werd weefsel, dat bij obductie was 
verkregen, onderzocht. De keelwatten werden zo snel mogelijk naar het 
laboratorium vervoerd en in GLY-medium bij —50° С bewaard. Het 
weefsel werd eveneens snel vervoerd en daarna bij —50° С bevroren. 
GLY is een afkorting van gelatine, lactalbumine-hydrolysaat en yeast-
extract, die de belangrijkste bestanddelen van het medium vormen (Gun-
delfinger e.m. 1958). Het medium dient voor de conservering van virus en 
heeft de volgende samenstelling: 
Gelatine (Difco) 0.500 gr 
Lactalbumine hydrolysaat 0,500 gr 
Gistextract 0,100 gr 
Penicilline 20.000 E 
Streptomycine 20.000 7 
Hanks'oplossing 100 ml 
De vloeistof werd met een oplossing van 1 % KOH op pH 7,6 gebracht. 
De keelwatten werden in 2 ml van dit medium geplaatst en bij —50° С 
bevroren. Voor het gebruik werden de watten ontdooid en vervolgens 
uitgeperst tegen de wand van de buis. De op deze wijze verkregen suspen­
sie werd geënt in cultures van apenier-, schildklier- en HeLa-cellen. Voor 
iedere celsoort werden drie buizen gebruikt; per buis werd 0,2 ml suspen-
sie geënt. Drie andere buizen dienden als controle en werden niet beent. 
De weefsels, die werden onderzocht, werden gemengd met een ongeveer 
gelijke hoeveelheid medium 199, waarna zij in een mortier met zand wer-
den verwreven en op dezelfde wijze werden geënt als de suspensies van 
de keelwatten. 
Iedere dag werden de cultures onderzocht op de aanwezigheid van 
cytopathologische effecten. Om de vijf dagen, of eerder indien een effect 
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te zien was, werd een hemadsorbtiereactie gedaan. Aan elke buis werd, 
zonder van tevoren het medium af te zuigen, 0,2 ml van een 0,5 % suspen­
sie van cavia-erytrocyten in fysiologisch zout toegevoegd. De erytrocyten 
waren tevoren driemaal in fysiologisch zout gewassen. De buizen werden 
daarna 20 minuten bij 4° С geplaatst. Vervolgens werden zij enige keren 
heen en weer gezwenkt teneinde de uitgezakte erytrocyten weer in de 
bovenstaande vloeistof te suspenderen. Daarna werden de buizen onder 
de microscoop met een 100-voudige vergroting beoordeeld. De reactie was 
positief, indien de erytrocyten in grotere of kleinere velden op de cellen 
gehecht bleven. Na het microscopische onderzoek werd het medium afge-
zogen en vervangen door 1 ml vers medium per buis. 
Nadat de cultures ongeveer 10—12 dagen waren geïncubeerd, werden 
zij eenmaal bevroren en ontdooid en gemengd met een gelijke hoeveelheid 
van de bovenstaande vloeistof, die bij het verversen was verkregen. 
Hierna werd het mengsel 5 minuten met een snelheid van 100 rpm af ge-
centrifugeerd. De bovenstaande vloeistof werd gepasseerd in nieuwe cel-
cultures, die vervolgens op dezelfde wijze werden onderzocht als de cul-
tures, waarin de primaire enting was verricht. Indien de hemadsorbtie-
reactie negatief was, volgde na ongeveer 10 dagen nog een tweede pas-
sage. 
Contrôlebuizen met onbeënte cellen werden op dezelfde wijze behan-
deld als de beënte cultures en eveneens gepasseerd om op deze wijze 
eventuele natuurlijke virusinfecties van de celkweken op te sporen. Passa-
gevloeistof, die niet direct werd gepasseerd, werd bij —50° С bewaard. 
Geïsoleerde virussen werden gedetermineerd door middel van de hem-
adsorbtieremmings- en de hemagglutinatieremmingsreactie met behulp van 
specifieke antisera. 
3. S e r o l o g i s c h o n d e r z o e k 
Bereiding van virussuspensies. Voor de bereiding van virussuspensies 
werd gebruik gemaakt van de prototype-stammen van para-influenzavirus 
type 1, 2 en 3, die wij ontvingen van Dr. R. M. Chanock, Verenigde 
Staten en Dr. D. A. J. Tyrrell, Engeland en Sendai-virus, dat wij ont-
vingen van Prof. Dr. J. Mulder, Leiden. Het is ons niet bekend, in welke 
celsoorten de para-influenzavirussen door deze onderzoekers waren ge-
kweekt en hoe vaak de virussen waren gepasseerd. Type 1 en 3 werden 
in ons laboratorium gekweekt in apeniercellen van ongeveer 4 à 5 dagen 
oud. De cultures werden meetsal onverdund beent. Op dezelfde wijze 
21 
werd type 2 geënt in apenier- en HeLacellen van 3 à 4 dagen oud. Op 
de dag, waarop voor het eerst een cytopathologisch effect zichtbaar was, 
werd het medium ververst. Daarna werden de celcultures verder geïncu-
beerd zonder te verversen, totdat de meeste cellen waren gedegenereerd. 
Vervolgens werd het virus geoogst. De cultures werden eenmaal be-
vroren en ontdooid en bewaard bij een temperatuur van —50° C. Deze 
virussuspensies werden gebruikt voor immunisatie van caviae en voor sero-
logische reacties. De onbeënte contrólecultures werden op hetzelfde 
tijdstip en op dezelfde wijze geoogst en werden steeds als contrôlevloeistof 
gebruikt zowel bij de bereiding van antisera als bij serologische reacties. 
De identiteit van de para-influenzavirusstammen werd gecontroleerd 
met behulp van specifieke konijnenantisera, die wij ontvingen van Dr. 
D. A. J. Tyrrell, Engeland. Hierbij werd de hemagglutinatieremmings-
reactie toegepast. In de complementbindingsreactie bleken de sera, ook 
zonder aanwezigheid van antigeen, complement te binden. De uitkomsten 
van de proeven zijn vermeld in tabel 2. In het antiserum tegen type 2 
TABEL 2 
Hemagglutinaticremmingsreactte met honijnen-antisera 
tegen type 1, 2 en 3, ontvangen van De. D. A. J. Tyrrell 
Titers van HR-antilichamen tegen 
Konijnen-antisera tegen T l Τ 7 Τ 1 
stam С 35 stam „Greer" stam С 243 
Type 1 stam С 35 
Type 2 stam „Manganero" 
Type 3 stam „Moss" 
80 
<20 
<20 
<20 
<20 
<20 
40 
20 
>2560 
waren geen antilichamen aantoonbaar. Wij hebben gebruik gemaakt van 
de prototype-stam van type 2, stam „Greer", die wij van Dr. R. M. Cha-
nock hadden ontvangen. Het Engelse antiserum was bereid met een 
andere virusstam van type 2, stam ,,Manganero" (Beale e.m. 1958), en 
had volgens Dr. Tyrrell een lage homologe titer. Het is mogelijk, dat er 
geringe verschillen in antigene eigenschappen tussen de beide type 2-
stammen bestaan en dat tengevolge hiervan in het antiserum tegen stam 
„Manganero" geen antilichamen tegen de door ons gebruikte virusstam 
,,Greer" aantoonbaar waren. Een verwisseling of een kruisbesmetting in 
ons laboratorium kan vrijwel zeker worden uitgesloten, aangezien de anti­
sera tegen type 1, 2 en 3, die in ons laboratorium waren bereid, geen 
kruisreacties toonden en de type 2-stam in ons laboratorium in HeLa-cel-
len werd gekweekt, waarin geen para-in f luenzavirussen van nature voor-
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komen. De antisera tegen type 1, 2 en 3 werden in ons laboratorium be-
reid nog vóór er met Sendai-virus werd gewerkt. Het Sendai-virus werd 
gekweekt in de allantoisholte van 9 dagen oude kippenembryo's en 4 
dagen na het enten geoogst. 
Bereiding van antisera. Voor de bereiding van antisera werden manne-
lijke en vrouwelijke caviae gebruikt, die 4 à 5 maanden oud waren en 
ongeveer 450 gr wogen. Van een groep van 8 tot 10 dieren werd door 
middel van hartpunctie bloed afgenomen, dat per groep werd gepoold. 
Een dag hierna werden de dieren in narcose gebracht met een mengsel 
van gelijke delen ether en chloroform en intranasaal besmet. In ieder neus-
gat werd 0,1 ml inoculum gedruppeld. Alle caviae van een groep werden 
met eenzelfde virussuspensie besmet. Type 1 en 3 waren in ons labora-
torium 2 maal gepasseerd in primaire apeniercultures; type 2 11 maal in 
HeLa-cellen; het Sendai-virus 4 maal in kippenembryo's. Drie weken 
later kreeg ieder dier een intraperitoneale ,,booster"injectie met 1 ml van 
dezelfde virussuspensie. Vijf dagen na deze injectie werden de dieren 
verbloed. Het verkregen bloed werd weer per groep gepoold. Ter con-
trole werd een even grote groep dieren op gelijke wijze met contrôle vloei-
stof behandeld. Uit kruisproeven door middel van de hemagglutinatie-
remmings- en complementbindingsreactie bleek, dat de verkregen sera 
type-specifiek waren met uitzondering van de antisera tegen Sendai- en 
para-influenzavirus type 1. Met behulp van de complementbindingsreac-
tie werden kruisreacties tussen deze beide virussen gevonden echter niet 
in de hemagglutinatieremmingsreactie. Dit is in overeensteming met de 
bevindingen van Chanock e.m. (1958-a). De homologe titers waren veel 
hoger dan de heterologe titers (zie tabel 3) . In de sera, die vóór de immu-
nisatie waren afgenomen, waren geen antilichamen aantoonbaar. 
TABEL 3 
Hemagglutinatieremmings- en complementbindingsreacties met cavia~antisera 
tegen para-influenzavirus type 1, 2, 3 en Sendai-virus. 
„ Titer van HR antilichamen Titer van CB antilichamen 
v^avia 
tegen tegen 
antisera 
e
"
e n
 Sendai Type 1 Type 2 Type 3 Sendai Type 1 Type 2 Type 3 Bof 
Sendai 5120 < 2 0 < 2 0 < 2 0 
Type 1 < 2 0 80 < 2 0 < 2 0 
Type 2 < 2 0 < 2 0 2560 < 2 0 
Т у р е З < 2 0 < 2 0 < 2 0 2560 
1280 160 < 5 < 5 < 5 
80 640 < 5 < 5 < 5 
< 5 < 5 320 < 5 < 5 
< 5 < 5 < 5 320 < 5 
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Hemagglutinatie- en hemagglutinatieremmingsreactie. Bij de hemagglu-
tinatie ( H A ) - en hemagglutinatieremmings (HR)-reactie werd gebruik 
gemaakt van plastic platen, waarin kommetjes waren uitgeboord met een 
middellijn van 16 mm., een diepte van 10 mm. en een concave bodem. Als 
verdunningsvloeistof werd een op pH 7,0 gebufferde zoutoplossing ge­
bruik, die de volgende samenstelling had: 
oplossing A, primair kaliumfosfaat (p.a. droog) 
0,91 f/r in fysiologisch zout 
oplossing B, secundair natriumfosfaat (p.a. 2H2O) 
1,18 % in fysiologisch zout. 
Drie delen van oplossing A werden gevoegd bij 7 delen van oplossing B. 
Indien de pH groter was dan 7,0, werd iets meer van oplossing В toege­
voegd, bij het omgekeerde iets meer van oplossing A. Deze buffer werd 
niet langer dan 14 dagen na de bereiding gebruikt. 
De erytrocyten, die voor de HA- en HR-reactie werden gebruikt, 
waren afkomstig van caviae. Van enkele dieren werd op steriele wijze 
bloed opgevangen in een gelijke hoeveelheid steriele Alsever-oplossing. 
De samenstelling hiervan is als volgt: 
Glucose 1,866 gr. 
Natriumchloride 0.418 gr. 
Citroenzuur 0,055 gr. 
Natriumcitraat 0,800 gr. 
Aqua dest. 100 ml. 
Na steriliseren door een Seitzfilter is de pH van de Alsever-oplossing 6,1. 
In deze oplossing werden de erytrocyten maximaal 1 week bewaard. 
Op de dag, waarop zij werden gebruikt of de dag tevoren, werden de 
erytrocyten drie maal gewasen in fysiologisch zout. Vervolgens werd 
de hematrocriet bepaald. Met behulp hiervan werd daarna een 0,75 % 
suspensie van erytrocyten in de gebufferde verdunningsvloeistof gemaakt. 
De H A-reactie werd als volgt verricht. In een reeks van 10 kommetjes 
werd met behulp van een automatische 2 ml pipet (type Cornwall), die 
op 0,25 ml was afgesteld, gebufferde zoutoplossing gebracht. In de eerste 
twee kommetjes werd met een 1 ml pipet 0,25 ml antigeen gebracht. De 
inhoud van het 2e kommetje werd gemengd door de vloeistof 3 maal op 
en neer te zuigen met een verende spuit van 0,25 ml. Vervolgens werd 
0,25 ml van dit mengsel overgebracht in het 3e kommetje. Dezelfde 
handelingen werden herhaald tot en met het 9e kommetje. Hieruit werd 
na mengen 0,25 ml weggedaan. In alle kommetjes werd hierna met een 
automatische pipet 0,25 ml verdunningsvloeistof gedaan, waarna even-
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eens aan alle kommetjes 0,25 ml van de 0,75 % erytrocytensuspensie 
werd toegevoegd. In een ander kommetje werd met een pipet van 1 ml 
0,25 ml verdunningsvloeistof, 0,25 ml contrôlevloeistof van onbeënte 
cultures en 0,25 ml 0,75 % erytrocytensuspensie gebracht. Een laatste 
kommetje, waarin eveneens met een 1 ml pipet 0,5 ml verdunnings-
vloeistof en 0,25 ml 0,75 % erytrocytensuspensie werd gedaan, diende als 
controle op eventuele auto-agglutinatie der erytrocyten. Na mengen der 
vloeistoffen, door heen en weer schuiven van de plaat, werd deze in een 
stoof bij 37° С geplaatst. De proef werd macroscopisch afgelezen, zodra 
de erytrocyten in de contrôle tot een duidelijke ring waren uitgezakt. Dit 
was meestal het geval na ongeveer 45 minuten. 
Als titer werd aangenomen de hoogste verdunning van het virus (begin-
verdunning), die ongeveer 50 % der erytrocyten agglutineerde. Deze ver-
dunning bevatte 1 agglutinatie-eenheid (AE) per 0,25 ml. Indien er een 
scherpe overgang was en in twee opeenvolgende virusverdunningen res-
pectievelijk volledige agglutinatie en volledige, ringvormige uitzakking 
werd waargenomen, werd het gemiddelde van beide verdunningen als 
titer aangenomen. In de hoofdproef werd een virusverdunning gebruikt 
die 3 AE per 0,25 ml bevatte. De titratie van het virus werd op dezelfde 
dag als de serumtitratie en met dezelfde verdunningsvloeistof en erytro-
cytensuspensie uitgevoerd. De HA-titer bleek niet te veranderen, indien 
de virusverdunning vóór het toevoegen der erytrocyten 1 uur in de stoof 
bij 37° С werd geplaatst, zoals gedaan wordt in de hoofdproef na toe­
voeging van virus aan de serumverdunningen. De hoogste titer van het 
virus, welke door ons werd gevonden, was 1 : 128 voor type 1 , 1 : 256 
voor type 2 en 1:512 voor type.3. In de regel waren de titers 1:16 tot 
1 : 128. Het Sendaivirus had een titer van ongeveer 1 : 1000. 
De te onderzoeken sera ondergingen enkele voorbehandelingen. Aan 
0,1 ml serum werd 1,3 ml gebufferde zoutoplossing toegevoegd. Het ver­
dunde serum werd daarna gedurende 30 minuten bij 56° С geïnactiveerd. 
Vervolgens werd een druppel afgecentrifugeerde cavia-erytrocyten 
(„packed cells") toegevoegd. Het mengsel werd één uur bij kamertempe-
ratuur geplaatst en gedurende deze tijd enkele malen geschud. Na centri-
fugeren werd de bovenstaande vloeistof afgepipetteerd. Door deze be-
handeling werden agglutinines tegen cavia-erytrocyten, die in sera van 
sommige mensen en dieren voorkomen, geabsorbeerd. Om aspecifiek rem-
mende stoffen te verwijderen werd vervolgens 0,6 ml cholerafiltraat 
(Philips Duphar) aan het geabsorbeerde serum toegevoegd. Het mengsel 
werd een nacht in een waterbad bij 37° С geïncubeerd. Hierna werd de 
werking van het cholerafiltraat door verhitting gedurende 30 minuten op 
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56° С vernietigd. Het serum was na deze voorbehandeling 1 : 20 verdund. 
In een reeks van 10 kommetjes werd, op dezelfde wijze als bij de voor­
proef, maar nu van het 1 : 20 verdunde serum, een 2-voudige verdunnings­
reeks in gebufferde zoutoplossing gemaakt. De verdunningen van het 
serum klommen op van 1 : 20 tot 1 : 10240. Ieder kommetje bevatte 0,25 
ml serumverdunning. Hieraan werd met een automatische pipet 0,25 ml 
van een virusverdunning, welke 3 AE per 0,25 ml bevatte, toegevoegd. 
Na mengen door heen en weer schuiven, werd de plaat 1 uur in 
een stoof bij 37° С geplaatst. Vervolgens werd 0,25 ml van een 0,75 % 
cavia-erytrocytensuspensie aan alle kommetjes toegevoegd en na mengen 
werd de plaat weer in de stoof bij 37° С geplaatst. Ter controle op even­
tuele agglutinatie door het serum werd 0,25 ml van het 1 : 20 verdunde 
serum op dezelfde wijze behandeld als hierboven beschreven, waarbij 
echter in plaats van virus 0,25 ml verdunningsvloeistof werd toegevoegd. 
Eveneens werd, op dezelfde wijze als bij de voortitratie, een contrôleproef 
op eventuele auto-agglutinatie der erytrocyten ingezet. Van de gebruikte 
virussuspensies werden 2-voudige verdunningsreeksen gemaakt om het 
aantal AE te controleren. De proef werd afgelezen, zodra de serum-
controle een duidelijk ring van uitgezakte erytrocyten toonde. Dit was 
meestal na ongeveer 45 minuten het geval. Als titer werd aangenomen de 
beginverdunning van het serum in het kommetje, waarin ongeveer 50 Ie 
van de erytrocyten niet was geagglutineerd. Indien er een scherpe over-
gang was en in twee opeenvolgende kommetjes respectievelijk volledige, 
ringvormige uitzakking volledige agglutinatie werd waargenomen, werd 
het gemiddelde van de serumverdunningen in beide kommetjes als titer 
aangenomen. Uit de virustitratie tijdens de hoofdproef bleek, dat het 
aantal AE in de regel overeenstemde met het aantal, dat aan de hand van 
de voorproef was bepaald, nl. 3 AE. Indien dit niet het geval was, werden 
de serumtiters herleid tot waarden, welke met 3 AE zouden zijn gevon-
den. Bij de berekening hiervan hebben wij op grond van de in Hoofdstuk 
III beschreven proeven aangenomen, dat de titer van het serum omge-
keerd evenredig is met het gebruikte aantal AE virus. Indien bijvoorbeeld 
6 AE worden gebruikt in plaats van 3 AE, wordt de titer twee maal zo 
laag. 
Serummonsters van één patiënt werden steeds tijdens één proef onder-
zocht. Iedere nieuw bereide virussuspensie werd op specificiteit gecontro-
leerd door middel van titraties met een bekend positief en negatief serum 
en met serum, dat afkomstig was van dieren, die met onbeënte controle-
vloeistof waren ingespoten. 
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Complementbindingsreactie. Bij de complementbindingsreactie werd ge­
bruik gemaakt van dezelfde virussuspensies, die ook voor de immunisatie 
van proefdieren en voor de HR-reacties werden gebruikt. Het is bekend, 
dat virusantigenen, die zijn bereid in celkweken, waaraan geen serum is 
toegevoegd, dikwijls anti-complementair zijn. Om de anti-complementaire 
werking tegen te gaan hebben wij aan de virussuspensies van para-in­
fluenza type 1,2 en 3 gepoold serum van normale konijnen toegevoegd. 
(Wigand 1960). De eindconcentratie van het konijnenserum was 5 %. 
Het mengsel werd gedurende 4 uur in een waterbad bij 37° С geplaatst. 
Hierna werd het gedurende 10 minuten op een snelheid van 3000 rpm 
gecentrifugeerd om de nog aanwezige cellen en celresten te verwijderen. 
De bovenstaande vloeistoffen werden afgepipetteerd en gedurende 30 
minuten bij 56° С verhit. Het Sendai-antigeen werd wel gecentrifugeerd, 
maar niet geïnactiveerd. Deze virussuspensies werden als antigeen voor 
de complementbindingsreactie gebruikt. De complementbindingsreacties 
werden verricht volgens de in ons laboratorium gebruikelijke methode 
(van der Veen 1953). De titer van het antigeen werd bepaald door mid-
del van een bloktitratie met een bekend positief serum. De titers bleken 
laag te zijn. De typen 1, 2 en 3 antigenen konden worden gebruikt in 
verdunningen van 1 : 3 tot ten hoogste 1 : 8; het Sendai-antigeen in ver-
dunningen van 1 : 16 tot 1 : 32. 
In de hoofdproef van de complementbindingsreactie werd als titer aan-
genomen de hoogste beginverdunning van het serum, waarbij meer dan 
75 % van het complement werd gebonden en een bijna volledige rem-
ming ( З а 4 + ) optrad. 
De serummonsters van één patiënt werden steeds tijdens één proef 
onderzocht. 
ledere nieuw bereide virussuspensie werd op specificiteit gecontroleerd 
door middel van titraties met een bekend positief en negatief serum en 
met serum, dat afkomstig was van dieren, die met onbeënte contrólevloei-
stof waren ingespoten. 
Hemadsorbtieremmingsreactie. De hemadsorbtieremmingsreactie werd 
toegepast voor de typering van een geïsoleerde virusstam. Hiervoor wer-
den type-specifieke antisera gebruikt. De sera werden gedurende 30 mi-
nuten bij 56° С geïnactiveerd en vervolgens behandeld met cholerafiltraat. 
Aan 0,1 ml serum werd 0,3 ml fysiologisch zout toegevoegd. Bij deze 
serumverdunning werd 0,6 ml cholerafiltraat gevoegd. Het mengsel werd, 
op dezelfde wijze als bij de hemagglutinatieremmingsreactie. eerst een 
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nacht in een waterbad bij 37° С geïncubeerd en vervolgens 30 minuten in 
een waterbad bij 56° С geplaatst. 
De te typeren virusstam werd geënt in 8 buizen met celcultures. Aan 
iedere buis werd 0,2 ml virusverdunning toegevoegd. De virusverdunning 
bevatte ongeveer 100 hemadsorberende doses virus. Eén hemadsorberen-
de dosis was de hoeveelheid virus, die na 3 dagen een positieve hemadsorb-
tiereactie aan ongeveer 50 % der weefselcellen veroorzaakte. Zes buizen 
dienden als controle en werden niet beent. 
Na drie dagen werden de buizen 3 maal gewassen met Hanks' oplos-
sing. Daarna werd aan 3 groepen van 2 buizen 0,2 ml antiserum tegen 
type 1 respectievelijk type 2 of 3 toegevoegd tezamen met 0,6 ml Hanks' 
oplossing. De sera waren tevoren behandeld met cholerafiltraat en daar-
door 1:10 verdund. Twee buizen dienden als contrôle. Hieraan werd na 
het wassen 0,8 ml Hanks'oplossing toegevoegd. De buizen werden ver-
volgens 1 uur bij kamertemperatuur geplaatst, waarna in alle buizen de 
hemadsorbtiereactie werd verricht. Indien de hemadsorbtiereactie in aan-
wezigheid van één van de specifieke antisera negatief was, kon op grond 
hiervan worden bepaald tot welk type de onderzochte virusstam behoorde. 
De antisera werden tevens onderzocht met de homologe en heterologe 
prototypestammen ter controle van de specificiteit. Deze proeven werden 
op dezelfde wijze verricht als de hemadsorbtieremmingsreactie met de on-
bekende virusstam. 
De hemadsorbtieremmingsreactie werd ook toegepast voor onderzoek 
van enkele patiëntensera. De reactie werd op overeenkomstige wijze ver-
richt als bij de typering van de geïsoleerde virusstam. Een reeks buizen 
met celcultures werd beent met de prototypestammen van para-influenza-
virus type 1, 2 en 3. Aan iedere buis werd 0,2 ml virusverdunning toege-
voegd. De virusverdunning bevatte ook hier weer ongeveer 100 hemad-
sorberende doses virus. Een aantal buizen diende als contrôle en werd 
niet beent. 
Van de geïnactiveerde en met chlolerafiltraat voorbehandelde patiën-
tensera werden viervoudige verdunningsreeksen gemaakt in medium 199. 
Drie dagen na het beënten der weefselcultures werd 0,2 ml van iedere 
serumverdunning en 0,6 ml medium toegevoegd aan elk van 6 buizen ( 2 
buizen voor ieder van de 3 virustypes). De cultures waren tevoren drie-
maal gewassen met Hanks'oplossing. Na toevoeging van de serumver-
dunningen werden de buizen 1 uur bij kamertemperatuur geplaatst. Hier-
na werd de hemadsorbtiereactie gedaan. De hoogste serumverdunning, 
welke de hemadsorbtie volledig remde, werd beschouwd als de titer. De 
3 virustypes werden tevens onderzocht met homologe en heterologe anti-
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sera ter contrôle van de specificiteit. Deze proeven werden op dezelfde 
wijze verricht als de hemadsorbtieremmingsreactie met de patiëntensera. 
Serologische reacties met andere virussen. De volgende serologische 
reacties met andere virussen werden uitgevoerd. Complementbindingsre-
acties werden verricht op adenovirus, influenza A en B, bof, psittacosis 
en Q-koorts. Voor deze reacties werden antigeen van de prototype-stam 
van adenovirus type 4 en ,.soluble" antigeen van influenza A- en B-virus 
gebruikt. De complementbindingsreacties op bof, psittacosis en Q-koorts 
werden uitgevoerd met antigeen van Lederle (Verenigde Staten); voor 
het onderzoek op bof werd gebruik gemaakt van antigeen, dat aan het 
viruspartikel is gebonden (V-antigeen). 
4. H e r k o m s t v a n m a t e r i a a l v o o r v i r o l o g i s c h e n 
s e r o l o g i s c h o n d e r z o e k . 
Het materiaal voor virologisch onderzoek bestond voornamelijk uit 
watten, die over de wand van de keelholte waren gestreken. De keel-
watten waren tevoren in paardeserum gedrenkt en daarna geautodaveerd. 
De keel werd binnen 5 dagen na het begin van de ziekte uitgestreken. 
De keelwatten werden zo snel mogelijk in elk geval binnen 2 uur naar 
het laboratorium gebracht en in GLY-medium bij —50° С bewaard. 
Binnen enkele weken werden de monsters geënt. Een enkele maal 
werd materiaal onderzocht, dat bij obductie was verkregen. Dit werd in 
het laboratorium bij —50° С bevroren. Van de patientjes werd in de 
eerste week van de ziekte en 1—2 weken later bloed afgenomen voor 
serologisch onderzoek. Het serum werd bij —20° С bewaard. 
Bij de volgende groepen kinderen werd onderzoek verricht: 
1. Kinderen met acute aandoeningen van de luchtwegen en/of de longen, 
die tijdens het begin van de ziekte in de kliniek waren opgenomen en van 
wie twee serummonsters en in enkele gevallen een keelwat werden onder­
zocht (Hoofdstuk V ) . 
2. Een controlegroep van kinderen, die niet leden aan respiratoire aan­
doeningen en in de kliniek waren opgenomen en van wie twee serum­
monsters werden onderzocht (Hoofdsuk V ) . 
3. Kinderen, die niet leden aan een respiratoire aandoening en in de 
kliniek waren opgenomen of de polikliniek hadden bezocht en van wie één 
serummonster werd onderzocht (zg. normale groep) (Hoofdstuk IV) . 
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HOOFDSTUK III 
O N D E R Z O E K O V E R SEROLOGISCHE T E C H N I E K E N 
De methodes voor serologisch onderzoek op para-influenzavirus, die 
in de literatuur worden vermeld, zijn in het algemeen ontleend aan de 
gangbare technieken met andere myxovirussen, in het bijzonder met in-
fluenzavirus. Slechts enkele malen werd een speciaal onderzoek over 
serologische reacties met para-influenzavirus beschreven (Chanock 1956, 
Petersen 1959). Het leek ons wenselijk de techniek van deze reacties aan 
een nader onderzoek te onderwerpen. Dit bleek temeer noodzakelijk, omdat 
wij tijdens het serologische onderzoek verschillen vonden met de resul­
taten van andere onderzoekers. 
1. H e m a g g 1 u t i η a t i e ( H A ) - r e a c t i e 
De HA-reactie werd uitgevoerd volgens de methode, die werd toege­
past bij de voortitratie van de hemagglutinatieremmingsreactie (Hoofd­
stuk II). Nadat het virus in gebufferd fysiologisch zout was verdund en 
hieraan erytrocyten waren toegevoegd, werd echter geen extra gebufferd 
fysiologisch zout (0,25 ml per kommetje) toegevoegd. Het totale volume 
per kommetje was dus 0,5 ml in plaats van 0,75 ml. De erytrocytensuspen-
sie had in dit geval een concentratie van 0,5 %, zodat de eindconcentratie 
weer 0,25 % werd. 
Vermenigvuldiging van virus. Een reeks buizen met HeLa-celcultures 
werd beent met para-influenzavirus type 2. Per buis werd 0,1 ml van 
een onverdunde virussuspensie geënt. Als kweekvloeistof werd medium 
199 met bicarbonaat en antibiotica gebruikt, zoals is beschreven in 
Hoofdstuk II. Ter controle werd een even groot aantal buizen niet beent. 
Verder werd dezelfde virussuspensie (0,1 ml per buis) geënt in HeLa-
cellen, waaraan behalve medium 199 bovendien 1 % kalfsserum was toe-
gevoegd. De cultures werden stationair bij 37° С geïncubeerd. Op be-
paalde tijdstippen na de enting werden van iedere reeks 2 cultures één-
maal bevroren en ontdooid. De geoogste vloeistoffen van deze 2 cultures 
werden gepoold. Nadat alle cultures waren geoogst, werden in één proef 
de HA- en de infectietiter van alle vloeistoffen vastgesteld. Ter bepaling 
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van de infectietiter 'werden de geoogste vloeistoffen in een reeks van 
10-voudige verdunningen geënt in HeLa-cellen met medium 199 (0,1 ml 
verdunde vloeistof per buis). Na 5 dagen werden de cultures door mid-
del van de hemadsorbtiereactie op de aanwezigheid van virus onderzocht 
De resultaten van het onderzoek zijn weergegeven in Figuur 1. 
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Fig. 1 Vermenigvuldiging van para-influenzavirus type 2 in HeLa-cellen resp zonder 
en met kalfsserum (infectie- en HA-titer) 
De HA-titer steeg gedurende de eerste 4—6 dagen en bleef daarna 
constant. De infectietiter steeg eveneens gedurende de eerste dagen, 
maar daalde vervolgens. De degeneratie van de cellen nam na de 4e dag 
toe Op de 4e dag was ongeveer 3/4 van alle cellen gedegenereerd (3 -1-
CPE) op de 8e dag alle cellen (4 -1- CPE) . Kalfsserum bleek een rem-
mende invloed uit te oefenen wat betreft de HA-titer. In niet beente 
cultures was in geen enkel geval infectieus virus of hemagglutimne aan-
toonbaar. 
Invloed van de pH. Van een suspensie van para-mfluenzavirus type 1, 
2 en 3 werden verdunningsreeksen gemaakt in fysiologisch zout, dat op 
verschillend pH gebufferd was met een mengsel van primair kalium- en 
secundair natrium fosfaat. Suspensies van cavia-erytrocyten werden even-
eens in deze gebufferde zoutoplossing gemaakt. De pH hep vanaf 5,0 
met sprongen van 0,5 op tot 8,0. De proeven werden zowel bij 4° С als 
bij 37° С uitgevoerd De resultaten van de titraties, bij 4° С gedaan, zijn 
weergegeven in Figuur 2. 
De hoogste titers werden gevonden bij een pH van 6,5—7,0. De HA-
reactie met para-mfluenzavirus type 2 was het gevoeligste voor pH ver­
anderingen. De uitkomsten van de door Chanock (1956) verrichtte HA-
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reacties met рага-influenzavirus type 2 zijn eveneens in Figuur 2 weer­
gegeven. Bij deze proeven werden kuikenerytrocyten gebruikt. Het is 
opmerkelijk, dat onze uitkomsten sterk verschillen van die van Chanock. 
De HA-titer van рага-influenzavirus type 2 werd verder bepaald met 
behulp van schapen- en hanenerytrocyten, eveneens bij verschillende 
pH's. Ook bij gebruik van deze erytrocyten vonden wij de hoogste titers 
bij pH 6,5—7,0. 
H A . l U e r -
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Fig. 2. HA-titers van рага-influenzavirus type 1, 2 en 3 bij verschillende pH. 
Erytrocyten van verschillende soorten dieren. HA-reacties werden 
verricht met behulp van erytrocyten van caviae, konijnen, hanen, schapen 
en mensen met bloedgroep O. De proeven werden verricht met eenzelfde 
virussuspensie van elk type. Van iedere diersoort evenals van de mensen 
werd een mengsel van erytrocyten, afkomstig van twee of drie verschil­
lende individuen, gebruikt. De HA-reactie werd uitgevoerd bij een pH 
van 7,0 en een temperatuur van 4° C. 
De hoogste titers werden gevonden bij gebruik van cavia-erytrocyten. 
Dit gold voor ieder der drie types (Figuur 3) . Hanenerytrocyten waren 
niet mooi te suspenderen. De suspensie behield een wolkig aspect. De 
erytrocyten zakten snel uit en vormden een puntvormig sediment, indien 
er geen agglutinatie optrad. De erytrocyten van andere soorten dieren 
gaven, indien zij niet werden geagglutineerd, een kleinere of grotere ring. 
Invloed van de concentratie der erytrocyten. HA-reacties werden ver­
richt met verschillende concentraties cavia-erytrocyten; eenzelfde virus­
suspensie van ieder type werd gebruikt. De proeven werden uitgevoerd bij 
pH 7,0 en een temperatuur van 4° C. 
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Fig. 3. HA-titers van para-influenzavirus type 1, 2 en 3 bij gebruik van 
erytrocyten van verschillende soorten dieren. 
Figuur 4 geeft de resultaten weer. Het bleek, dat een uiteindelijke con­
centratie van 0,25 % erytrocyten het beste te gebruiken was. Een lagere 
concentratie gaf weliswaar hogere titers te zien maar de patronen waren 
moeilijk te beoordelen, terwijl bovendien de erytrocyten langzaam uit­
zakten. 
π г 
0,1Z5 0,25 0,375 0,5 
Percentage erytrocyten 
(E'mdconcentrat-.e) 
Fig. 4. HA-titers van para-influenzavirus type 1. 2 en 3 
bij gebruik van verschillende concentraties erytrocyten. 
Invloed van de temperatuur. De HA-titers van para-influenzavirus type 
1, 2 en 3 werden bepaald bij 4° С en 37° C. De reacties werden verricht 
bij pH 7,0 en herhaald met verschillende virussuspensies van ieder type. 
Tabel 4 laat zien, dat steeds de hoogste titers werden gevonden, indien 
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de reactie bij 37° С plaats vond. Het was opvallend, dat bij 37° С grotere 
klompjes erytrocyten werden gevormd dan bij 4° C. Indien de uitgezakte 
erytrocyten, door schudden van de platen, werden geresuspendeerd en 
daarna opnieuw bij 37° С werden geïncubeerd, veranderden de titers 
niet, met uitzondering van type 3. De HA-titer van type 3 werd in som-
mige proeven hoger na re-incubatie bij 37° C. Uit proeven, die bij ver-
schillende pH's werden verricht, bleek, dat ook bij 37° С de optimale pH 
voor de HA-reactie 6,5—7,0 was. 
TABEL 4 
HA-titers van para—influenzavirus type 1, 2 en 3 
bij 4° С en 37° C. 
HA-reactie met Nummer van de 
para-influenzavirus virussuspensie 4° С 37° С 
Type 1 
Type 2 
Type 3 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
4 
4 
4 
4 
3 
4 
16 
4 
2 
1 :32 
1:16 
1:12 
1 :24 
1:6 
1:16 
1:256 
1 .64 
1 :32 
2. H e m a g g l u t i n a t i e r e m m i n g s (H R ) - r e a c t ie. 
Deze reactie werd uitgevoerd volgens de in Hoofdstuk II beschreven 
methode, tenzij anders is vermeld. 
Invloed van het aantal AE virus. Bij deze proeven werd gebruik ge­
maakt van specifieke antisera tegen para-influenzavirus type 1, 2 en 3, 
die bij caviae waren bereid. De antisera waren van tevoren behandeld met 
cholerafiltraat. De antisera werden getitreerd met verschillende aantallen 
agglutinatie eenheden (AE) virus van het homologe type. 
Er blijkt een omgekeerd evenredig verband te bestaan tussen het aan­
tal AE virus en de titer van antilichamen (Figuur 5). De titer daalt twee­
voudig, indien 2 maal meer AE virus wordt gebruikt. 
Invloed van de temperatuur en de duur лп de incubatie van virus en 
serum. Voor dit onderzoek werden sera gebruikt, die afkomstig waren 
van kinderen en waarin tijdens voorproeven antilichamen waren gevon­
den. Eenzelfde virussuspensie van ieder type werd voor alle proeven ge-
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bruikt. De sera waren van tevoren behandeld met cholerafiltraat. Ieder 
serum werd op verschillende wijze met virus geïncubeerd, voordat ery-
trocyten werden toegevoegd: resp. 1 uur bij 37° C, 4 uur bij 20° С en 15 
uur bij 4° С 
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Fig. 5. HA-titers van para-influenzavirus type 1. 2 en 3 
bi¡ gebruik van verschillende aantallen A E virus. 
Tabel 5 laat zien, dat de titers weinig (ten hoogste tweevoudig) van 
elkaar verschilden. Een controle-onderzoek toonde aan, dat het aantal 
AE virus niet verminderde tijdens de periode, waarin virus en serum 
werden geïncubeerd. 
TABEL 5 
Titees van HR-antilichamen in sera van kinderen na incubatie van virus en 
serum gedurende verschillende tijden en bij verschillende temperaturen. 
HR-reactie met Nummer van het 
para-influenzavirus serummonster 
Type 1 
Type 2 
Type 3 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
Incubatie 
1 uur 
bij 37° С 
1 :40 
640 
2560 
40 
80 
80 
320 
320 
20 
320 
640 
van virus en 
4 uur 
bij 20° С 
1:80 
640 
5120 
80 
80 
160 
640 
320 
40 
160 
640 
serum 
5 uur 
bij 4° С 
1:40 
— 
— 
1 :80 
1:160 
1 : 160 
1:640 
1:320 
1:20 
— 
— 
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Onderzoek op aspecifieke remmers. Voor dit onderzoek werden z.g. 
„normale" sera van kinderen van 6—12 maanden oud gebruikt. De sera 
werden onderzocht door middel van de HR-reactie met para-influenza-
virus type 1, 2 en 3. De sera werden van tevoren behandeld met cholera-
filtraat, zoals vermeld in Hoofdstuk II. Ter vergelijking werden dezelfde 
sera op overeenkomstige wijze behandeld, nadat hieraan fysiologisch zout 
was toegevoegd in plaats van cholerafiltraat. 
TABEL 6 
Titers van HR-antilichamen in sera van kinderen. De sera werden niet 
en wel met cholcra[iltraat behandeld. 
H.R.-reacties met 
para-influenzavirus 
Nummer van het 'Zonder Met 
serummonster cholerafiltraat cholerafiltraat 
Type 1 
Type 2 
Type 3 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
40 
:640 
1280 
80 
40 
1280 
320 
160 
20 
320 
40 
640 
2560 
80 
40 
1280 
320 
320 
20 
640 
De uitkomsten van de HR-reacties zijn vermeld in Tabel 6. Het blijkt, 
dat de titers van sera met en zonder cholerafiltraatbehandeling nauwelijks 
verschillen. Dat het cholerafiltraat voldoende werkzaam was tegen aspe-
cifieke remmers, werd aangetoond door middel van proeven met Sendai-
virus. Dit virus bleek zeer gevoelig te zijn voor aspecifieke remmers. De 
titers van HR-antilichamen tegen Sendai-virus van onbehandelde sera, 
afkomstig van 4 caviae en 2 kinderen waren zeer hoog, nl. hoger dan 
1 : 10240. Na behandeling met cholerafiltraat daalden de titers van de 
caviasera tot 1 : 20 en die van de sera van kinderen, tot waarden gelegen 
tussen 1 : 20 en 1 : 2560. 
In vele sera, die niet met cholerafiltraat waren behandeld, werden geen 
remmende stoffen tegen para-influenzavirus aangetroffen. In 127 van de 
245 onbehandelde sera, die tijdens het begin van de ziekte bij kinderen 
waren afgenomen (Hoofdstuk V) en in 102 van de 207 normale sera van 
kinderen (Hoofdstuk IV) waren geen HR-antilichamen tegen para-in-
fluenzavirus type 1, 2 of/en 3 aantoonbaar. Ook in onbehandelde sera 
van dieren (paarden, kalveren, konijnen en caviae) werden in verschil-
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lende gevallen geen remmende stoffen gevonden. Deze bevindingen wijzen 
erop, dat de door ons gebruikte virusstammen ongevoelig zijn voor aspe-
cifieke remmers. 
B e s c h o u w i n g e n 
Uit de literatuur (Beale e.m. 1958) is het bekend, dat para-influenza-
virus type 2 zich vermenigvuldigt in continue celstammen van menselijke 
weefsels. Dit blijkt ook uit de door ons verrichte proeven. Tussen de 4e 
en 6e dag na de enting van type 2-virus in HeLa-cellen werd een infectie-
titer van IO"6·5 en een hemagglutinatie (HA)-titer van 1 : 256 bereikt. 
Type 2 virus werd ook geënt in andere cclstammen, die in ons laborato-
rium worden aangehouden, namelijk in T l - , T4-, T 5 - en T6-cellen, die 
afkomstig zijn van respectievelijk menselijk nierweefsel, reticulosarcoom 
van de long, kalf siens en nierweefsel van muizen (van der Veen e.m. 
1958; van der Veen en Heijen 1959). Ook in deze celstammen vond ver-
menigvuldiging van virus plaats, maar de HA-titers waren in de regel 
lager dan die in HeLa-cellen. 
Om een optimale opbrengst van infectieus virus te verkrijgen dienen 
de beënte celcultures op het juiste tijdstip te worden geoogst. Onder de 
omstandigheden van onze proef viel dit op de 4e dag na de enting, een 
tijdstip, waarop het cytopathologisch effect (CPE) in de celcultures nog 
niet volledig was. Na de 4e dag daalde de infectietiter, hoewel het CPE 
nog verder voortschreed. Klaarblijkelijk is de afbraak van infectieuze 
viruspartikels in deze fase sterker dan de eventuele vorming van nieuwe 
partikels. De hemagglutinerende eigenschappen zijn stabieler aangezien de 
HA-titer niet daalde na de 4e dag. 
Lagere HA-titers werden gevonden, indien aan het medium van de 
celcultures, waarin type 2 virus werd gekweekt, 1 % kalfsserum werd toe-
gevoegd. De infectietiters daalden niet in aanwezigheid van kalfsserum. 
Het is mogelijk, dat er in het kalfsserum stoffen aanwezig zijn, die de 
hemagglutinatie van het virus remmen, maar geen neutraliserende werking 
uitoefenen. 
Wij hebben enkele oriënterende proeven verricht over de invloed van 
de grootte van het virusinoculum op de opbrengst van complementbin-
dend antigeen. In HeLa-cellen werden suspensies van type 2 virus geënt, 
die respectievelijk IO-1, IO"3, IO5 en 10"7 waren verdund. De hoogste 
antigeentiter ( 1 : 8 ) werd gevonden na enting van 10"3 verdund virus. 
De HA-titers van myxovirussen zijn afhankelijk van de pH, waarbij 
de hemagglutinatiereactie wordt verricht. Een pH van 5,8—6,2 is optimaal 
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voor hemagglutinatie door Newcastle disease virus (Sagik en Levine 
1957), een pH van 6,0—8,0 voor hemagglutinatie door influenzavirus 
(Miller en Stanley 1944). Chanock (1956) vermeldt, dat de HA-titer van 
para-influenzavirus type 2 het hoogste was bij een pH van 8,0 en het 
laagste bij een pH van 6,8. Wij vonden praktisch het omgekeerde, name-
lijk de hoogste titer bij een pH van 6,5—7,0. Het is onwaarschijnlijk, dat 
het verschil aan de erytrocyten moet worden geweten, aangezien wij zo-
wel bij gebruik van cavia-erytrocyten als van schapen- en hanenerytro-
cyten een optimale pH van 6,5—7,0 vonden. Het verschil kan evenmin 
worden toegeschreven aan de techniek van de hemagglutinatiereactie, 
aangezien dezelfde uitkomsten werden waargenomen, indien de reacties 
werden verricht in buisjes volgens de door Chanock beschreven methode, 
in plaats van in plastic platen. Het ligt meer voor de hand de oorzaak te 
zoeken bij het virus. Het is mogelijk, dat de virusstam tijdens de passages 
in celkweken in één of meer eigenschappen is veranderd, wellicht onder 
invloed van de pH van het medium. 
Uit onze proeven bleek, dat cavia-erytrocyten een gevoeliger indicator 
waren voor het hemagglutinine van para-influenzavirus dan menselijke 
O-, konijnen-, hanen- en schapenerytrocyten. Dit gold voor ieder der drie 
types. Andere onderzoekers (Chanock 1956, Chanock e.m. 1958, Petersen 
1959), diz de gevoeligheid van cavia-, kuiken- en menselijke O erytrocyten 
hebben onderzocht, vonden de hoogste titers bij gebruik van kuikenerytro-
cyten, tenminste wat betreft type 1 en 2. Met type 3 werden bij gebruik 
van cavia-erytrocyten de hoogste titers gevonden. Type 1 zou met mense-
lijke O erytrocyten iets hogere titers geven dan met cavia-erytrocyten 
(Petersen 1959). 
Het is opmerkelijk, dat de HA-titers van de 3 types para-influenzavirus-
sen bij 37° С hoger waren dan bij 4° C. Influenzavirus toont het omge­
keerde verschijnsel; bij 37° С wordt het virus aanvankelijk wel aan de 
erytrocyten gebonden, maar het laat hiervan snel los, omdat de receptoren 
van de erytrocyten door een enzym van het virus worden afgebroken. 
Chanock (1956) vond, dat para-influenzavirus type 2 (evenals influen­
zavirus) wel hemagglutinatie veroorzaakte bij 4° C, maar niet bij 37° C. 
De receptoren van de erytrocyten zouden echter niet snel en volledig 
door het para-influenzavirus worden afgebroken, aangezien erytrocyten, 
die met virus gedurende 10 minuten bij 37° С waren geïncubeerd, nader-
hand konden worden geagglutineerd, indien hieraan opnieuw hetzelfde 
virus werd toegevoegd en het mengsel bij 4° С werd geplaatst. Het is 
mogelijk, dat het verschil in de bevindingen van Chanock en van ons ook 
weer verband houdt met veranderingen van de virusstam tijdens passages 
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in het laboratorium. Hermodsson e.m. (1960) hebben waargenomen, dat 
de HA-titer van para-influenzavirus type 1, 2 en 3 bij 37° С 4 tot 16 maal 
hoger was dan bij 4° C. Dit is dus meer in overeenstemming met onze 
bevindingen. 
Het feit, dat bij 37° С hemagglutinatie optrad en dat zelfs na lang­
durige incubatie (nl. gedurende 2 uur) bij deze temperatuur de titer niet 
daalde, wijst erop, dat de emzymatische werking van de door ons ge­
bruikte virussuspensies gering was of geheel ontbrak. Het verschijnsel, dat 
de titers bij 37° С hoger waren dan bij 4° C, zou kunnen berusten op de 
vorming van aggregaten van viruspartikels bij 4° С en op de dispersie 
hiervan bij 37° C. Een andere verklaring is, dat er tijdens de incubatie 
van virus en erytrocyten bij 37° С misschien veranderingen ontstaan aan 
de oppervlakte der erytrocyten en dat tengevolge hiervan de agglutinatie 
wordt bevorderd. Op grond van proeven met Newcastle disease virus en 
bofvirus heeft Burnet (1950) gesuggereerd, dat dergelijke veranderingen 
zouden kunnen ontstaan na inwerking van virus bij 37° C. 
Het onderzoek over de hemagglutinatieremmings (HR)-reactie met 
para-influenzavirus type 1, 2 en 3 toonde aan, dat er een omgekeerd 
evenredig verband bestaat tussen het aantal agglutinatie eenheden virus 
en de titer van antilichamen. Dit is in overeenstemming met de uitkomsten 
van proeven met influenzavirus (van der Veen en Mulder 1950). Het 
bleek, dat onder de door ons gekozen omstandigheden de binding tussen 
virus en antilichamen niet afhankelijk was van de temperatuur en de tijd 
van inwerking. Uit praktische overwegingen hebben wij voor het routine-
onderzoek de HR-reactie als volgt uitgevoerd: virus en serum werden 
gedurende één uur bij 37° С geïncubeerd, daarna werden erytrocyten toe-
gevoegd. 
Chanock (1956) heeft erop gewezen, dat in sera aspecifieke remmers 
tegen para-influenzavirus type 2 voorkomen, die door cholerafiltraat en/of 
perjodaat kunnen worden afgebroken. De aanwezigheid van deze stoffen 
kan worden aangetoond door middel van de HR-reactie. Aspecifieke rem-
mers tegen para-influenzavirus type 2 zijn gevonden in sera van mensen, 
apen, kalveren, fretten, caviae en konijnen (Chanock 1956, Clarke en 
Saynor 1959). Hoewel in de literatuur steeds vermeld wordt dat bij de 
HR-reactie met type 1 en 3 de sera met cholerafiltraat worden voorbehan-
deld, worden nergens mededelingen gedaan over de aanwezigheid van 
aspecifieke remmers tegen deze types. Het is opmerkelijk, dat wij in vele 
gevallen geen aanwijzing vonden voor de aanwezigheid van aspecifieke 
remmers tegen de door ons gebruikte virusstammen in sera van mensen, 
paarden, kalveren, konijnen en caviae. De uitkomsten van de HR-reacties 
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veranderden niet na behandeling van serum van cholerafiltraat. In vele 
dierlijke sera werden geen hemagglutinatieremmende stoffen gevonden. 
Het is mogelijk, dat het medium van celkweken een geringe hoeveelheid 
aspecifieke remmers bevat en dat in aanwezigheid van deze stoffen virus-
varianten worden geselecteerd, die hiervoor ongevoelig zijn. Deze ver-
onderstelling vindt steun in de uitkomsten van proeven met influenzavirus. 
Fauconnier e.m. (1959) hebben aangetoond, dat de gevoeligheid van 
influenzavirusstammen voor aspecifieke remmers kan verdwijnen, indien 
de stammen worden gekweekt in aanwezigheid van deze stoffen. 
Uit het voorgaande blijkt, dat bij serologische onderzoekingen met 
para-influenzavirussen rekening moet worden gehouden met veranderin-
gen in eigenschappen van virusstammen tijdens passages in celkweken. 
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HOOFDSTUK IV 
SEROLOGISCH O N D E R Z O E K BIJ K I N D E R E N 
VAN V E R S C H I L L E N D E L E E F T I J D E N 
Men mag aannemen, dat na infectie met para-influenzavirus in de regel 
hemagglutinatieremmende (HR) antistoffen worden gevormd. Een on­
derzoek naar de aanwezigheid van HR-antistoffen in normale sera kan 
dus een indruk geven over de frequentie van infecties met para-influenza-
virussen. In verband hiermede hebben wij van 217 sera de titer van HR-
antilichamen tegen para-influenzavirus type 1, 2 en 3 bepaald. De sera 
waren afgenomen bij kinderen van 0—14 jaar, die in het tijdvak van 
september 1959 tot en met augustus 1960 in het ziekenhuis te Tilburg 
waren opgenomen; de patientjes leden niet aan een respiratoire aandoe­
ning (zie Hoofdstuk II p. 29). De kinderen, bij wie serologisch onderzoek 
werd verricht, werden ingedeeld naar de leeftijd. Het aantal onderzochte 
sera per leeftijdsgroep is aangegeven in Tabel 7. Er waren ongeveer 
evenveel sera afkomstig van jongens als van meisjes. De sera waren af­
genomen op verschillende tijdstippen gedurende de periode van het onder­
zoek; de verdeling over de seizoenen was voor iedere leeftijdsgroep onge­
veer gelijk. 
De sera werden naast elkaar in 5 proeven getitreerd. Per proef werd 
TABEL 7 
Kinderen, bij wie onderzoek op HR-antistoHen tegen 
para-inttuenzavirus type 1, 2 en 3 is verricht. 
T . . . . Aantal onderzochte Lcettijdsgroep . . , 
' kinderen 
0 dagen (navelstrengserum) 15 
0 t/m 2 maanden 26 
3 t/m 5 maanden 22 
б t/m 11 maanden 26 
1 jaar 26 
2 t/m 3 jaar 26 
4 t/m 5 jaar 26 
6 t/m 9 jaar 26 
10 t/m 13 jaar 24 
Totaal 217 
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een ongeveer gelijk aantal monsters uit iedere leeftijdsgroep onderzocht, die 
afkomstig waren van ongeveer gelijke aantallen jongens en meisjes. In-
dien tijdens de hoofdproef bleek, dat niet precies 3 AE virus waren ge-
bruikt, werden de titers door interpolatie berekend; de verdunningen, die 
3 AE virus zouden remmen, werden in deze gevallen als titers beschouwd 
(zie Hoofdstuk II, p. 26). De HR-reacties werden verricht met een twee-
voudige verdunningsreeks van ieder serum vanaf 1 : 20 (beginverdun-
ning). De sera waren van tevoren niet behandeld met cholerafiltraat (zie 
Hoofdstuk III). 
R e s u l t a t e n 
In Figuur 6 is voor iedere leeftijdsgroep het percentage kinderen met 
antilichamen tegen para-influenzavirus type 1, 2 en 3 weergegeven. Van 
iedere groep is het geometrische gemiddelde der titers berekend; deze 
waarden zijn weergegeven in Figuur 7. 
Het blijkt, dat de antilichamen gedurende de eerste 6 levensmaanden 
vrij snel uit het bloed verdwijnen; vooral de gemiddelde titers dalen sterk 
in deze priode. Klaarblijkelijk bezitten de pasgeborenen passieve anti-
lichamen van de moeder, die binnen enkele maanden worden geëlimineerd. 
Na de 6e tot 12e maand van het eerste levensjaar neemt het percentage 
kinderen met antilichamen toe ; ook de gemiddelde titers stijgen. 
Antilichamen tegen type 3 worden vaker gevonden dan antilichamen 
tegen type 1 en 2. In alle sera van kinderen van 2 jaar en ouder zijn 
antilichamen tegen type 3 aangetroffen. Ook de gemiddelde titers van 
antilichamen tegen dit type zijn hoger dan die van de andere antilichamen. 
De uitkomsten van het serologisch onderzoek bij jongens en meisjes 
werden voor iedere leeftijdsgroep met elkaar vergeleken. Er werden geen 
duidelijke verschillen tussen beide sexen gevonden. 
B e s c h o u w i n g e n 
De virusstammen, die bij de HR-reacties werden gebruikt, zijn niet ge-
voelig voor aspecifieke remmers. In sera van kinderen van 6—12 maan-
den, die werden behandeld met cholerafiltraat, perjodaat of trypsine of 
met een combinatie van deze stoffen, werden vóór en na de behandeling 
vrijwel dezelfde titers gevonden (zie Hoofdstuk III). Men mag dus aan-
nemen, dat de positieve HR-reacties berusten op de aanwezigheid van 
specifieke antilichamen, ook al werden de onderzochte sera niet met cho-
lerafiltraat voorbehandeld. 
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Leeltyd 
Fig. 6. Percentages kinderen met HR-antilichamen tegen 
para-influenzavirus type 1, 2 en 3 bij 9 groepen kinderen 
van verschillende leeftijd. 
• —-· Typ« 3 
— O Type 2 
—*3 Type 1 
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Leef t i jd 
Ftg. 7. Gemiddelde titers van HR-antilichamen tegen 
para-influenza virus type 1, 2 en 3 bij 9 groepen 
kinderen van verschillende leeftijd. 
Het is opvallend, dat er vaker antilichamen en hogere titers van anti-
lichamen tegen para-influenzavirus type 3 werden gevonden dan van anti-
lichamen tegen type 1 en 2. Dit kan wijzen op een grotere frequentie van 
infecties met type 3. Het is echter ook mogelijk, dat de antigene werking 
van type 3 sterker is en dat na een infectie met type 3 in sterkere mate 
HR-antilichamen worden opgewekt dan na infectie met type 1 en 2. De 
sterke ontwikkeling van antihchamen tegen type 3 bij patiënten met in-
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fecties door para-influenzavirus (zie Hoofdstuk V) en bij caviae, die met 
dit type zijn geïmmuniseerd (zie Hoofdstuk II) wijzen hierop. Verder 
dient rekening te worden gehouden met de mogelijkheid, dat de types 
zich in de HR-reactie verschillend gedragen. Het is niet uitgesloten, dat 
type 3 zich gemakkelijker bindt aan HR-antilichamen en dientengevolge 
een gevoeliger indicator is voor de aanwezigheid van antilichamen. 
De titers van HR-antilichamen tegen para-influenzavirus dalen na de 
geboorte snel. In overeenstemming hiermede neemt het percentage kin-
deren met antistoffen af. Type 3 vormt hierop een uitzondering. Welis-
waar dalen de gemiddelde titers van antilichamen tegen dit type gedurende 
de eerste maanden, maar het percentage kinderen met antistoffen ver-
mindert niet in deze periode. Dit moet worden toegeschreven aan de 
hoge titers, die bij de geboorte worden gevonden. Tengevolge hiervan 
duurt het langer, voordat de passieve antilichamen volledig zijn geëlimi-
neerd en niet meer in het bloed aantoonbaar zijn. 
De uitkomsten van het serologisch onderzoek wijzen erop, dat kinde-
ren vermoedelijk reeds op zeer jonge leeftijd met para-influenzavirus wor-
den geïnfecteerd. Het heeft weinig zin het serologisch leeftijdspatroon 
voor ieder type nader te analyseren, aangezien in vele gevallen na een 
infectie niet alleen antilichamen tegen het homologe type maar ook anti-
lichamen tegen heterologe typen worden gevormd (Chanock e.m. 1959; 
Chanock e.m. 1960). Indien men aanneemt, dat de ontwikkeling van 
heterologe antistoffen berust op een anamnestische reactie (Chanock e.m. 
1960), mag men uit het onderzoek wel concluderen, dat de 3 types para-
influenzavirus gedurende of vóór de periode van het onderzoek onder de 
bevolking hebben gecirculeerd en dat op de leeftijd van 14 jaar de 
meeste of alle kinderen één of meer malen met ieder type geïnfecteerd 
zijn geweest. Uit deze gegevens mag geen conclusie worden getrokken 
betreffende de immuniteit van de bevolking, aangezien het niet duidelijk 
is of er een verband bestaat tussen de aanwezigheid of titer van HR-
antilichamen en immuniteit (Chanock e.m. 1960). 
Tenslotte willen wij erop wijzen, dat onze waarnemingen een weer-
spiegeling zijn van de toestand in Tilburg en omgeving gedurende het 
tijdvak van september 1959 tot en met augustus 1960. Vergelijkbare sero-
logisch-epidemiologische onderzoekingen zijn niet in de literatuur ver-
meld. Er zijn aanwijzingen, dat de frequentie van infecties en de types 
para-influenzavirus, die circuleren, van tijd tot tijd en van plaats tot plaats 
variëren (zie Hoofdstuk I) , Het is dan ook heel goed mogelijk, dat bij 
andere studies andere uitkomsten zullen worden verkregen. 
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HOOFDSTUK V 
O N D E R Z O E K BIJ P A T I Ë N T E N 
Teneinde een indruk te verkrijgen over de betekenis van Parainfluenza-
virus bij ziekten van de luchtwegen en/of de longen, werd bij 245 
patiënten een serologisch onderzoek ingesteld. Bij 9 van de 245 serolo-
gisch onderzochte patiënten werd virologisch onderzoek verricht. In Tabel 
11 (p. 50) wordt een overzicht gegeven van de aandoeningen, waaraan 
de patiënten leden. Aanvankelijk hebben wij het onderzoek beperkt tot 
patiënten, die leden aan een acute ziekte van de onderste luchtwegen 
en/of de longen, of verschijnselen toonden van acute laryngitis, die ge-
paard ging met inspiratoire stridor (pseudocroup) en in sommige geval-
len met tracheitis en bronchitis (acute laryngo-tracheo-bronchitis). Aan-
gezien uit de klinische gegevens dikwijls niet duidelijk bleek of de door 
ons onderzochte patiënten aan acute laryngitis dan wel aan acute laryngo-
tracheo-bronchitis leden, hebben wij bij de bespreking van de uitkomsten 
van het onderzoek geen onderscheid tussen deze twee syndromen ge-
maakt. De beide syndromen worden aangeduid als pseudocroup. Het 
merendeel van de patiënten leed aan bronchopneumonie. Naderhand heb-
ben wij ook patiënten met aandoeningen van de bovenste luchtwegen in 
de studie betrokken. Alle patiënten waren jonger dan 14 jaar. De kin-
deren waren in de periode van februari 1959 tot en met October 1960 in 
het ziekenhuis opgenomen. Het merendeel van de patiënten was afkomstig 
uit Tilburg en Eindhoven en uit de omgeving van deze plaatsen; enkele 
patiënten waren woonachtig in Breda, Waalwijk, Veghel en Bergen op 
Zoom. De kinderen waren in het begin van de ziekte in het ziekenhuis 
opgenomen. Verder werd serologisch onderzoek verricht bij 50 patiënten, 
die in het ziekenhuis waren opgenomen en niet leden aan een respiratoire 
aandoening. Deze groep diende als controle. De patiënten waren wat de 
leeftijd en het geslacht betreft, op ongeveer dezelfde wijze verdeeld als 
de patiënten met respiratoire aandoeningen. 
Van iedere patiënt stonden tenminste twee monsters bloed ter be-
schikking, die op een enkele uitzondering na respectievelijk gedurende de 
eerste week van de ziekte en 1—2 weken, in enkele gevallen 3 weken, 
later waren afgenomen. De serumparen, zowel van de patiënten met acute 
respiratoire ziekte als van die van de controlegroep, werden onderzocht 
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TABEL 8 
Uitkomsten van hemagglutinatieremmings-, complementbindings- en hemadsorbtieremmingsreacties bij patiënten, bij wie het 
serologisch onderzoek op para-in[luenzavirus positief is uitgevallen. 
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3 
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5 
б 
7 
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9 
10 
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JO 
"от 
ш 
о 
M 
M 
ν 
M 
M 
V 
V 
M 
M 
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Leeftijd 
8 maanden 
1 jaar 
1 jaar 
2 jaar 
7 jaar 
11 jaar 
2 jaar 
3 jaar 
4 jaar 
6 jaar 
Klinische diagnose 
Bronchopneumonie 
Pseudocroup 
Bronchopneumonie 
Pseudocroup 
Pseudocroup 
Bronchopneumonie 
Bronchopneumonie 
Bronchopneumonie 
Bronchopneumonie 
Bronchopneumonie 
Ziektedag 
waarop 
serum is 
afgenomen 
8e 
17e 
5e 
15e 
4e 
32e 
le 
34e 
2e 
12e 
2e 
8e 
2e 
l i e 
2e 
12e 
le 
12e 
6e 
14e 
Titer van hemagglutinatie-
remmende antilichamen 
Sendai 
< 2 0 
< 2 0 
< 2 0 
< 2 0 
640 
640 
20 
20 
160 
320 
40 
40 
40 
20 
< 2 0 
< 4 0 
80 
20 
80 
80 
tefl 
Typel 
40 
40 
< 5 
80 
20 
20 
< 2 0 
< 2 0 
< 5 
< 5 
120 
120 
80 
80 
40 
40 
30 
30 
120 
240 
en 
Type2 
20 
20 
< 1 0 
<io 
20 
80 
< 2 0 
640 
< 5 
320 
20 
20 
160 
160 
40 
40 
< 2 0 
< 2 0 
160 
120 
ТуреЗ 
60 
60 
< 1 0 
< 1 0 
40 
40 
2560 
2560 
40 
40 
240 
160 
< 2 0 
80 
160 
1280 
320 
640 
240 
480 
Titer van complement-
bin 
Sendai 
< 5 
< 1 0 
< 5 
< 1 0 
10 
10 
< 5 
< 1 0 
10 
20 
5 
< 1 0 
< 5 
< 1 0 
< 5 
< 1 0 
< 5 
< 1 0 
20 
40 
dende antilichamen 
teg en 
Typel Type2 ТуреЗ 
20 
80 
< 5 
80 
< 1 0 
< 5 
< 5 
< 5 
< 5 
— 
< 1 0 
< 5 
< 5 
< 5 
< 5 
— 
< 1 0 
5 
10 
< 5 
< 1 0 
< 5 
< 5 
< 5 
< 1 0 
< 1 0 
20 
< 5 
40 
< 5 
160 
5 
< 1 0 
<io 
< 1 0 
< 5 
< 5 
< 5 
< 1 0 
< 5 
< 5 
< 5 
< 5 
< 1 0 
< 5 
< 5 
< 5 
< 5 
— 
<io 
< 5 
< 5 
< 5 
< 5 
< 5 
20 
5 
20 
Titer van 
hemadsorbtie-
reinm ende 
antilichamen 
tegen 
Typel 
* 
— 
— 
— 
—, 
— 
— 
— 
— 
— 
— 
— 
- -
— 
— 
ТуреЗ 
— 
— 
— 
— 
— 
— 
— 
— 
— 
— 
— 
— 
— 
— 
— 
— 
— 
— 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 
M 
M 
V 
M 
V 
M 
M 
M 
M 
V 
V 
V 
M 
V 
M 
M 
M 
V 
4 maanden 
6 maanden 
9 maanden 
10 maanden 
1 jaar 
2 jaar 
2 jaar 
2 jaar 
3 jaar 
3 jaar 
3 jaar 
4 jaar 
5 jaar 
5 jaar 
7 jaar 
8 jaar 
9 jaar 
11 jaar 
Bronchiolitis 
Bronchopneumonie 
Pseudocroup 
Bronchitis 
Pseudocroup 
Bronchopneumonie 
Bronchopneumonie 
Bronchopneumonie 
Bronchopneumonie 
Rhinopharyngitis 
Rhinopharyngitis 
Pseudocroup 
Bronchopneumonie 
Bronchopneumonie 
Bronchopneumonie 
Bronchopneumonie 
Pseudocroup 
Pseudocroup 
12e 
19e 
le 
l i e 
2e 
10e 
10e 
23e 
3e 
12e 
le 
12e 
5e 
15e 
6e 
15e 
8e 
15e 
3e 
13e 
5e 
9e 
2e 
12e 
5e 
15e 
2e 
16e 
6e 
15e 
10e 
19e 
le 
8e 
3e 
10e 
* = niet onderzocht. 
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door middel van de hemagglutinatieremmings (HR) - en complementbin-
dings (CB)-reactie met para-influenzavirus type 1, 2 en 3 en Sendai-
virus. Alleen de sera, die onderzocht werden op de aanwezigheid van 
HR-antilichamen tegen Sendai-virus, werden voorbehandeld met cholera-
filtraat (zie Hoofdstuk III). Enkele serumparen werden bovendien onder-
zocht met behulp van de hemadsorbtieremmingsreactie. Van de 28 patiën-
ten, die serologisch positief waren op para-influenza, was slechts van 9 
patiënten materiaal voor virologisch onderzoek (keelwat) beschikbaar, 
dat met de vereiste voorzorgen was verzameld en bewaard. Het materiaal 
werd geënt in kweken van apenier-, schildklier- en HeLa-cellen volgens 
de in Hoofdstuk II beschreven methode. 
R e s u l t a t e n 
Serologisch onderzoek. Bij 28 van de 245 patiënten met een acute 
respiratoire ziekte (11,4 %) werd een significante (vier- of meervoudige) 
titerstijging van HR- en CB-antilichamen of van één van beide soorten 
antilichamen vastgesteld. Het serologisch onderzoek op para-influenza-
virus bij de 50 patiënten uit de controlegroep viel in alle gevallen negatief 
uit. Het verschil tussen beide groepen was significant. (P = 0,007). 
De klinische diagnose, die bij de serologisch positieve patiënten werd 
gesteld, en de uitkomsten van de serologische reacties zijn in Tabel 8 
vermeld. 
Bij 2 patiënten werd alleen een significante titerstijging van antilicha-
men tegen type 1 gevonden (No. 1 en 2), bij 4 patiënten alleen tegen 
type 2 (No 3, 4, 5 en 6) en eveneens bij 4 patiënten alleen tegen type 3 
(No 7, 8, 9 en 10). Achttien patiënten ontwikkelden antistoffen tegen 
een of meer types para-influenzavirus en tevens tegen Sendai-virus. Twee 
van deze patiënten vormden antilichamen tegen type 1 en Sendai (No 23 
en 24), één patiënt tegen type 2 en Sendai (No. 22), 7 patiënten tegen 
type 3 en Sendai (No 11, 12, 13, 14, 15, 18 en 27), 7 patiënten tegen 
type 1 en 3 en Sendai (No 16, 17, 19, 21, 25, 26 en 28) en één patiënt 
tegen type 1, 2 en 3 en Sendai (No 20). 
Serumparen van 7 patiënten, die HR- en/of CB-antilichamen tegen 
type 1 en 3 hadden gevormd en van wie nog voldoende serum aanwezig 
was, werden bovendien onderzocht met de hemadsorbtieremmingsreactie. 
Met deze reactie werden minder vaak titerstijgingen gevonden dan met 
de HR- of de CB-reactie ni. 3 maal tegen type 1 en 4 maal tegen type 3. 
Bovendien waren de titers in het algemeen lager. 
In 16 van de 28 serologisch positieve gevallen was er geen overeen-
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stemming tussen de uitkomsten van de HR- en CB-reactie (Tabel 9). De 
HR-reactie was een even gevoelige methode om de ontwikkeling van 
antilichamen aan te tonen als de CB-reactie. Het grootste aantal titer-
stijgingen werd echter gevonden, indien beide reacties werden toegepast. 
Dit gold ook voor het opsporen van titerstijgingen van antilichamen tegen 
2 of meer types para-influenzavirus en Sendai-virus. 
TABEL 9 
Vorming van HR' en CB-anttlichamen tegen para-influenzavirus 
type 1, 2 en 3 bij serologisch positieve patiënten. 
Titerstijging van 
antilichamen tegen 
Totale 
aantal 
patiënten 
Aantal patiënten met titerstijging van: 
HR- en CB-
antilichamen 
alleen HR-
antilichamen 
alleen CB-
antilichamen 
Para-influenza 1 
Para-influenza 2 
Para-influenza 3 
Para-influenza 1 
Para-influenza 1, 
en 3 
2 en 
4 
5 
11 
7 
1 
2* 
1 
2 
2** 
1 * # * * 
1 
2 
2 
3*** 
Totaal 28 12 8 8 
*) Eén patiënt toonde tevens een hoge post-infectieuze titer van CB-antilichamen 
tegen type 3, waarschijnlijk als gevolg van de vorming van antilichamen (no. 
23). 
**) Deze patiënten vormden tevens CB-antilichamen tegen type 1 (no. 25 en 26). 
***) Eén patiënt vormde tevens HR-antilichamen tegen type 1 (no. 28) en één patiënt 
vormde tevens HR-antilichamen tegen type 3 (no. 17). 
****) Deze patiënt vormde tevens CB-antilichamen tegen type 2 en 3 (no. 20). 
Geen van de 217 patiënten, bij wie het serologisch onderzoek op para-
influenzavirus type 1, 2 en 3 negatief was uitgevallen, toonde titerstijgin-
gen van antilichamen tegen Sendai-virus. Bij 18 van de 28 patiënten, die 
antilichamen tegen een of meer types para-influenzavirus vormden, wer-
den significante titerstijgingen van antilichamen tegen Sendai gevonden, 
Tien maal was dit het geval zowel met de HR- als met de CB-reactie, 
4 maal alleen met de HR-reactie en 4 maal alleen met de CB-reactie 
(Tabel 10). 
De serologisch positieve patiënten werden tevens onderzocht op andere 
respiratoire ziekteverwekkers. Met uitzondering van één geval werd nim-
mer een titerstijging van CB-antilichamen tegen influenza A-, influenza 
B- en adenovirus en tegen de verwekkers van psittacosis en Q-koorts 
gevonden. Bij één patiënt (No 11) werd een titerstijging van complement-
bindende antilichamen tegen adeno-virus gevonden. De titer van anti-
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lichamen in het postinfectieuze serum was echter laag en de stijging ge-
ring (van < 1 : 5 oplopend tot 1 : 10). Bovendien werd serologisch onder-
zoek op bof verricht, aangezien het uit de literatuur bekend is, dat patiën-
ten met bof soms antilichamen tegen para-influenzavirus vormen en omge-
keerd. Bij één patiënt (No 6) werd een significante titerstijging van CB-
antilichamen tegen bofvirus waargenomen. Het ziektebeeld van deze pa-
TABEL 10 
Vorming van antilichamen tegen Sendai-virus bij patiënten, die serologisch 
positief en negatief zijn voor para-influenzavirus type 1. 2 en 3. 
Titerstijging van 
antilichamen tegen 
Totale 
aantal 
patiënten 
Aantal patiënten met titerstijging 
van antilichamen tegen Sendai 
HR- en CB-
anti-
lichamen 
alleen HR-
anti-
lichamen 
alleen CB-
anti-
lichamen 
Para-influenza 1 
Para-influenra 2 
Para-influenra 3 
Para-influenza 1 en 3 
Para-influenza 1, 2 en 3 
Subtotaal 
Geen antilichamen tegen 
para-influenza 1, 2 en 3 
Totaal 
4 
5 
11 
7 
1 
28 
217 
1 
3 
5 
1 
10 
Aantal 
patiënten 
met mono-
typische 
titerstijging 
245 10 
10 
10 
* De patiënt (no. 24) had Cen hoge post-infectieuze titer van CB-antilichamen tegen 
Sendai, waarschijnlijk als gevolg van de vorming van antilichamen. 
TABEL 11 
Indeling van de onderzochte patiënten naar de klinische diagnose. 
Ziekte 
Significante titerstijging van HR- en/of CB-
Aantal antilichamen tegen para-influenzavirus 
onderzochte type 1, 2 en/of 3 
Bronchopneumonie 
Bronchiolitis 
Bronchitis 
Pseudocroup 
Pharyngitis 
Totaal 
Geen respiratoire 
ziekte (controle) 
188 
3 
23 
14 
17 
245 
50 
Aantal patiënten 
16 
1 
1 
8 
2 
28 
0 
Percentage patiënten 
8,4 
57 
11,4 
50 
tient maakt het onwaarschijnlijk, dat de infectie door bofvirus was ver-
oorzaakt. Wij hebben daarom aangenomen, dat de patiënt met para-in-
fluenzavirus was geïnfecteerd. Het onderzoek op bof was in alle andere 
gevallen negatief. 
Op grond van de klinische diagnose werden de patiënten ingedeeld in 
groepen. Tabel 11 geeft een overzicht van het totale aantal onderzochte 
patiënten en het aantal met para-influenzavirus geïnfecteerde patiënten 
voor iedere groep. Het blijkt, dat bij de patiënten met pseudocroup het 
onderzoek vaak positief uitviel; in 8 van 14 gevallen (57 ψο) werd een 
infectie met para-influenzavirus vastgesteld. Het verschil tussen dit resul­
taat en de uitkomsten van het onderzoek bij de 50 patiënten van de 
controlegroep, die aan andere dan respiratoire ziekten leden, is signifi-
cant (P = 7.10-7). Bij patiënten met bronchopneumonie, die de grootste 
groep vormden, werd in 8,4 % der gevallen een infectie met para-influen-
zavirus waargenomen. Ook dit resultaat verschilt significant van de uit-
komsten van het onderzoek bij de contrôlepatiënten (Ρ = 0,027). 
De patiënten werden ingedeeld naar leeftijd, geslacht en tijdstip van 
de ziekte. In Tabel 12 wordt een overzicht gegeven van het totale aantal 
TABEL 12 
Indeling van de onderzochte patiënten naar leeftijd en 
geslacht en naar het seizoen waarin de ziekte optrad. 
Leeftijd 
0 t/m 2 mnd. 
3 t/ra 5 mnd. 
6 t/m 11 mnd. 
12 t/m 23 mnd. 
2 t/m 3 jaar 
4 t/m 5 jaar 
6 t/m 9 jaar 
10 t/m 13 jaar 
Geslacht 
jongens 
meisjes 
Tijdstip ziekte 
jan. t/m mrt. 
april t/m juni 
juli t/m sept. 
oct. t/m dec. 
Aantal 
onderzochte 
patiënten 
9 
8 
16 
31 
67 
47 
52 
15 
138 
107 
70 
73 
56 
46 
Aantal 
van 
para-
patiënten 
HR-
-influ 
met significante titerstijgi 
en/of CB-antilichamen tegen 
lenzavirus type 1. 2 en/of 3. 
0 
1 
4 
3 
9 
4 
5 
2 
17 
11 
6 
3 
10 
9 
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onderzochte patiënten en het aantal met para-influenzavirus geïnfecteerde 
patiënten voor iedere groep. Infecties met para-influenzavirus werden 
bij kinderen van alle leeftijden waargenomen, zuigelingen van 0 tot en 
met 3 maanden uitgezonderd. Er bestond geen duidelijke voorkeur voor 
kinderen van een bepaalde leeftijdsklasse. Van de 131 patiënten van 0 
tot en met 3 jaar was het onderzoek op para-influenzavirus in 17 geval-
len (12,9 %) positief,van de 114 oudere patiënten in 11 gevallen (9,6 %). 
Het bleek, dat jongens vaker waren geïnfecteerd dan meisjes. Het verschil 
was echter klein en zeker niet significant. Tabel 12 laat verder zien, dat 
infecties met para-influenzavirus gedurende het gehele jaar voorkomen en 
niet aan een bepaald seizoen zijn gebonden. Een duidelijk verschil in 
frequentie van infecties in de twee jaren, waarin het onderzoek werd 
verricht, werd niet gevonden. Bij 14,4% van de 97 patiënten, die in 1959 
ziek waren en bij 9,4 % van de 148 patientjes uit 1960 werd een titer-
stijging van antilichamen tegen para-influenzavirus vastgesteld. 
Virologisch onderzoek. Van 9 van de 28 patiënten, bij wie serologisch 
een infectie met para-influenzavirus was vastgesteld, werden keelwatten 
onderzocht op de aanwezigheid van virus. Het virologisch onderzoek 
viel in alle gevallen negatief uit. 
Slechts één maal werd para-influenzavirus geïsoleerd. Het virus werd 
aangetroffen in long- en hersenweefsel van een zuigeling, die enkele 
dagen na de geboorte was overleden onder verschijnselen van pneumonie 
en encephalitis. Bij de obductie werd trachea-, long- en hersenweefsel 
verzameld voor virologisch onderzoek. Wij ontvingen het obductiemate-
riaal door de medewerking van W . van Loockeren Campagne, kinderarts 
te Leerdam en G. J. Colsen, patholoog-anatoom te Nijmegen, (afdeling 
Pathologische Anatomie, R.K. Universiteit). De weefsels werden in één 
flesje naar het laboratorium vervoerd. Het is dus niet uitgesloten, dat 
tijdens het transport kruisbesmetting tussen de weefsels had plaats ge-
vonden. Long- trachea, en hersenweefsel werd geënt in HeLa-cellen en 
op een later tijdstip in apeniercellen. Uit long- en hersenweefsel werd in 
beide soorten cellen virus geïsoleerd, dat cytopathologische veranderingen 
veroorzaakte, die geleken op het cytopathologisch effect van para-influen-
zavirus type 2. De hemadsorbtiereactie met de geïnfecteerde kweken was 
positief. Het onderzoek van het tracheaweefsel was negatief. De geïso-
leerde virusstam werd getypeerd door middel van de hemadsorbtierem-
mings- en hemagglutinatieremmingsreactie met behulp van type-specifieke 
antisera, die bij caviae waren bereid. De stam bleek te behoren tot para-
influenzavirus type 2. 
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B e s c h o u w i n g e n 
Uit ons onderzoek blijkt, dat een groter aantal infecties met para-in-
fluenzavirus kan worden aangetoond, indien de sera van de patiënten 
zowel op complementbindende (CB-) als op hemagglutinatieremmende 
(HR-) antilichamen worden onderzocht. Bij 12 van de 28 positieve pa-
tiënten werd een significante titerstijging van HR- en CB-antilichamen 
tegen para-influenzavirus vastgesteld, bij 8 patiënten alleen van HR-anti-
lichamen en bij 8 patiënten alleen van CB-antilichamen. Er was dus geen 
duidelijk verschil in gevoeligheid tussen de HR- en de CB-reactie. Dit 
is niet in overeenstemming met de bevindingen van Chanock en mede-
werkers (1960). Deze onderzoekers hebben serologisch onderzoek ver-
richt bij kinderen met acute respiratoire aandoeningen, bij wie para-in-
fluenzavirus type 1 of 3 was geïsoleerd. Infecties met type 1 gingen in 
20 van de 23 onderzochte gevallen gepaard met de vorming van HR-
antilichamen, slechts in 4 van de 22 gevallen met de vorming van CB-
antilichamen. Infecties met type 3 gingen in 30 van de 30 onderzochte 
gevallen gepaard met de ontwikkeling van HR-antilichamen, in 29 van 
de 30 gevallen met de ontwikkeling van CB-antilichamen. De HR-reactie 
was dus ongeveer even gevoelig als de CB-reactie om infecties met type 3 
aan te tonen, maar de eerstgenoemde reactie was veel gevoeliger voor de 
opsporing van infecties met type 1. Het verschil tussen beide reacties 
kwam vooral tot uiting bij het onderzoek van kinderen met aandoeningen 
van de bovenste luchtwegen; het werd niet waargenomen bij lijders aan 
pseudo-croup. Het is mogelijk, dat de ontwikkeling van CB-antilichamen 
tegen type 1 verband houdt met de ernst van de ziekte en dat tengevolge 
hiervan bij de door ons onderzochte patiënten, die over het algemeen aan 
betrekkelijk ernstige aandoeningen leden, geen verschil in de gevoeligheid 
tussen de HR- en CB-reactie werd gevonden. 
Serumparen van 7 patiënten, bij wie een titerstijging van HR- en/of 
CB-antilichamen tegen para-influenzavirus type 1 en type 3 was vast-
gesteld en van wie nog voldoende serum ter beschikking stond, werden 
onderzocht door middel van de hemadsorbtieremmingsreactie met type 1 
en 3. Het bleek, dat deze reactie minder gevoelig was dan de HR- en CB-
reactie. Titerstijgingen van hemadsorbtieremmende antilichamen werden 
minder vaak gevonden dan die van HR- en CB-antilichamen. Bovendien 
waren de titers van hemadsorbtieremmende antilichamen in de post-infec-
tieuze sera over het algemeen laag. ! 
Het verdient dus aanbeveling om bij het diagnostische onderzoek op 
para-influenzavirus zowel de HR- als de CB-reactie toe te passen. Het 
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heeft echter waarschijnlijk weinig zin om naast deze reacties ook nog de 
hemadsorbtieremmingsreactie uit te voeren. 
Het lijkt waarschijnlijk, dat patiënten, die antilichamen tegen één type 
ontwikkelden, met dit type waren geïnfecteerd. Het is echter niet uitge-
sloten, dat sommige patiënten met type 4 of met een ander, nog onbekend 
type van de para-influenzavirusgroep waren geïnfecteerd en hierna hete-
rologe antilichamen ontwikkelden. Naar analogie van de bevindingen bij 
influenza en infecties door adenovirus mag men verwachten, dat anti-
lichamen tegen een verwant heteroloog virus bij voorkeur worden ont-
wikkeld door patiënten, die reeds vroeger met dit virus zijn geïnfecteerd 
(Davenport e.m. 1953; van der Veen en Prins 1960). De vorming van 
heterologe antilichamen kan in deze gevallen als een anamnestische re-
actie worden beschouwd. 
De ontwikkeling van antilichamen tegen 2 of meer types para-influen-
zavirus is vermoedelijk eveneens het gevolg van een infectie met één type, 
die gepaard gaat met de vorming van heterologe antilichamen ten gevolge 
van een anamnestische reactie. Deze veronderstelling wordt gesteund door 
de uitkomsten van een onderzoek van Chanock e.m. (1960) in de Ver-
enigde Staten. De Amerikaanse onderzoekers vonden, dat 10 van 34 pa-
tiënten (ongeveer 30 % ) , die door type 1 waren geïnfecteerd, HR-anti-
lichamen tegen type 1 en type 3 ontwikkelden. Het omgekeerde, de vor-
ming van HR-antilichamen tegen type 1 en 3 bij patiënten met een viro-
logisch vastgestelde infectie door type 3, werd bij 5 van de 41 onderzochte 
patiënten (ongeveer 12%) waargenomen. De CB-reactie bleek minder 
type-specifiek te zijn dan de HR-reactie, tenminste wat betreft type 1. 
Na infectie met type 1 werden in 12 van de 17 gevallen (ongeveer 70 %) 
CB-antilichamen tegen type 3 gevormd. De ontwikkeling van heterologe 
CB-antilichamen tegen type 1 na infectie met type 3 werd slechts in 1 
van de 39 gevallen waargenomen. Patiënten, bij wie aan het begin van 
de ziekte antilichamen tegen een heteroloog type werden gevonden, ont-
wikkelden vaker antilichamen tegen dit type dan patiënten, bij wie in het 
eerste monster bloed geen heterologe antilichamen werden aangetoond. 
Dit wijst erop, dat de vorming van heterologe antilichamen op een anam-
nestische reactie berust. 
Het is niet waarschijnlijk, dat Sendai-virus infecties heeft veroorzaakt. 
Een titerstijging van antilichamen tegen dit virus werd uitsluitend vast-
gesteld bij patiënten, die serologisch positief waren voor para-influenza-
virus type 1, 2 of 3. In geen enkel geval werd een monotypische ontwik-
keling van antilichamen tegen Sendai-virus waargenomen. Ook de in de 
literatuur vermelde onderzoekingen hebben nog niet met zekerheid aan-
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getoond, dat Sendai-virus infecties bij de mens kan veroorzaken. Sommige 
onderzoekers menen op grond van de huidige kennis, dat Sendai-virus 
als een animaal virus moet worden beschouwd en dat het virus waar-
schijnlijk niet pathogeen is voor de mens (Chanock, persoonlijke mede-
deling). Het is opvallend, dat vele van onze patiënten antilichamen tegen 
Sendai-virus ontwikkelden. Dit berust ongetwijfeld op de sterke antigene 
verwantschap tussen para-influenzavirus type 1 en Sendai-virus en op de 
aanwezigheid van gemeenschappelijke antigene componenten bij Sendai-
virus en para-influenzavirus type 2 en 3. 
Uit ons onderzoek blijkt, dat 28 van de 245 patiënten ( 11,4 % ) met 
para-influenzavirus waren geïnfecteerd. Men mag aannemen, dat er een 
etiologisch verband bestaat tussen para-influenzavirus en de ziekte, waar-
aan de patiënten leden. Het serologische onderzoek toonde aan, dat de 
infectie met para-influenzavirus samenviel met de ziekte. Uit het verge-
lijkende onderzoek bij de patiënten van de controlegroep bleek, dat er 
een significant verschil bestond in de frequentie van infecties tussen 
patiënten met acute respiratoire ziekte en patiënten, die niet leden aan 
ziekten van de luchtwegen. Een nosocomiale infectie met een virus, dat 
als commensaal onder de ziekenhuisbevolking circuleerde, kon vrijwel ze-
ker worden uitgesloten, aangezien bij 22 van de 28 patiënten binnen 12 
dagen na opneming een titerstijging van antilichamen werd vastgesteld en 
alle ziektegevallen sporadisch voorkwamen op verschillende tijdstippen en 
gedeeltelijk in verschillende plaatsen. Het onderzoek op andere respira-
toire virussen viel in op één na alle gevallen negatief uit. De ontwikkeling 
van antilichamen tegen para-influenzavirus was niet het gevolg van een 
infectie met bofvirus, aangezien het serologisch onderzoek op bof slechts 
in één geval positief was, in de overige gevallen negatief. 
Uit onderzoekingen in de Verenigde Staten is het bekend, dat para-
influenzavirus bij kinderen bronchopneumonie en pseudocroup kan ver-
oorzaken (zie Hoofdstuk I ) . Van de 28 patiënten, bij wie door ons een 
infectie met para-influenzavirus werd vastgesteld, leden 16 aan broncho-
pneumonie en 8 aan pseudocroup. Het bleek echter dat para-influenzavirus 
tijdens ons onderzoek niet een belangrijke oorzaak van bronchopneumonie 
was; slechts in 8,4 % der gevallen was het serologisch onderzoek posi-
tief. Tijdens onderzoekingen in de Verenigde Staten (Chanock e.m. 1959) 
en in Engeland (Holland e.m. 1960) bij kinderen met pneumonie werd 
respectievelijk in 24 % en 7 % der gevallen serologisch een infectie met 
para-influenzavirus vastgesteld. Uit ons onderzoek bleek, dat patiënten 
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met pseudocroup vaak met para-influenzavirus waren geïnfecteerd; in 8 
van de 14 gevallen (57 %) viel het onderzoek positief uit. Door Ameri-
kaanse onderzoekers (Vargosko e.m. 1959) werd in 47 % van de gevallen 
van pseudocroup een infectie met para-influenzavirus waargenomen. Het 
verschil in het door ons vastgestelde aantal titerstijgingen van antilicha-
men tegen para-influenzavirus tussen de groep van pseudocrouppatiënten 
en de controlegroep is significant (P < 0,05). Ditzelfde geldt voor het 
verschil tussen de patiënten met bronchopneumonie en de controlegroep. 
Het is niet mogelijk op grond van ons onderzoek een conclusie te trekken 
over het verband tussen para-influenzavirus en ziekte van de bovenste 
luchtwegen, aangezien het aantal onderzochte patiënten te klein is. 
Infecties met para-influenzavirus werden niet uitsluitend of overwegend 
bij kinderen van een bepaalde leeftijd waargenomen. De leeftijd van de 
serologisch positieve patiënten varieerde van 4 maanden tot 11 jaar. Er 
waren geen duidelijke aanwijzingen, dat het geslacht van betekenis was. 
Jongens waren in verhouding vaker geïnfecteerd dan meisjes; het verschil 
was echter niet significant. Verder bleek uit de studie, dat infecties met 
para-influenzavirus niet aan een bepaald seizoen waren gebonden. 
Tenslotte moet worden gewezen op de negatieve resultaten van het 
virologische onderzoek, dat bij 9 van de 28 serologische positieve patiën-
ten werd verricht. De keel werd tussen de eerste en zesde dag na het 
begin van de ziekte uitgestreken. In de literatuur (Vargosko e.m. 1959) 
zijn aanwijzingen, dat de kans op isolatie van virus na de derde ziektedag 
zeer gering is. Misschien hebben wij een te ruime termijn genomen voor 
de verzameling van materiaal. Het transport van de keelwatten duurde 
ten hoogste 2 uur. Misschien is deze periode in verband met de labiele 
eigenschappen van de para-influenzavirussen toch reeds te lang en dient 
het materiaal onmiddellijk na afneming bij een lage temperatuur te wor-
den geplaatst. In de door ons gebruikte cultures van apeniercellen werden 
dikwijls virussen aangetroffen, die lokale of soms gegeneraliseerde cyto-
pathologische veranderingen veroorzaakten, indien de cultures gedurende 
langere tijd werden gekweekt. Het is mogelijk, dat deze apenvirussen een 
interfererende werking uitoefenen op andere virussen, ook op para-in-
fluenzavirus. Evans (1960) heeft meegedeeld, dat hij wegens de frequen-
tie besmetting van apenieren met virussen heeft moeten afzien van het 
gebruik van dit weefsel voor de isolatie van para-influenzavirus. Het is 
niet bekend of para-influenzavirus in andere celcultures, bijvoorbeeld 
schildkliercellen. even goed kan worden geïsoleerd als in apenieren. De 
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door ons onderzochte ziektegevallen kwamen sporadisch voor bij kinde-
ren uit de normale samenleving. De kans op isolatie van virus is wellicht 
groter tijdens een epidemie of bij kinderen, die in een gemeenschap sa-
menleven, aangezien onder deze omstandigheden vermoedelijk grotere 
hoeveelheden virus worden uitgescheiden. Uit de uitgebreide studies over 
para-influenzavirus in de Verenigde Staten blijkt, dat het virologisch 
onderzoek in vele gevallen in de steek laat en het serologisch onderzoek 
een veel gevoeliger methode is voor het aantonen van infecties. Kapikian 
e.m. (1960) hebben een onderzoek verricht bij kinderen met acute aan-
doeningen van de luchtwegen en/of de longen. Van 155 kinderen werden 
keelwatten onderzocht; in 7 gevallen (4 ,5%) werd para-influenzavirus 
type 1 of 3 geïsoleerd. Van 41 kinderen werden serumparen onderzocht 
door middel van de CB-reactie; in 17 gevallen (42 %) werd een signifi-
cante titerstijging van antilichamen tegen para-influenzavirus type 1 of 3 
waargenomen. Uit een onderzoek van Chanock e.m. (1959) bij 287 kin-
deren met acute respiratoire ziekten bleek, dat het serologisch onderzoek 
met behulp van de CB-reactie in 26,8 % der gevallen positief uitviel; het 
virologisch onderzoek slechts in 6,3 % der gevallen. Het is dus heel goed 
mogelijk, dat de negatieve resultaten van de door ons verrichte isolatie-
proeven niet berusten op bepaalde technische onvolkomenheden in ons 
laboratorium, maar op de geringe gevoeligheid van het virologische onder-
zoek in het algemeen en dat positieve uitkomsten alleen te verwachten 
zijn, indien een veel groter aantal monsters wordt onderzocht. 
Para-influenzavirus type 2 werd één maal geïsoleerd uit weefsel van 
een zuigeling, die kort na de geboorte was overleden. Het is uitermate 
onwaarschijnlijk, dat de isolatie het gevolg was van een laboratoriumbe-
smetting, aangezien het virus twee maal op verschillende dagen en in 
verschillende celcultures werd afgezonderd. Dit is de eerste beschrijving 
van de isolatie van een para-influenzavirusstam in Nederland. Voorzover 
ons bekend, is in de literatuur geen mededeling verschenen over de 
isolatie van para-influenzavirus post mortem. Over de betekenis van deze 
vondst valt nog weinig te zeggen; onderzoek over de pathologisch-ana-
tomische afwijkingen moet nog worden verricht. Naar aanleiding van 
deze waarneming lijkt het raadzaam bij ernstige en fatale gevallen van 
bronchopneumonie of andere acute longaandoeningen te zoeken naar 
para-influenzavirus. 
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S A M E N V A T T I N G 
Een onderzoek werd ingesteld naar het voorkomen van infecties met 
para-influenzavirussen en naar de betekenis van para-influenzavirussen 
als verwekkers van acute respiratoire aandoeningen bij kinderen. 
Aangezien het serologisch onderzoek werd gebruik als middel om 
infecties aan te tonen, werd eerst de techniek van de serologische reacties 
nader bestudeerd. Proeven over de vermenigvuldiging van para-influenza-
vuus type 2 in HeLa-cellen toonden aan, dat 4—6 dagen na de enting de 
maximale infectie- en hemagglutinatietiter werd bereikt. De infectietiter 
daalde na de 6e dag, de hemagglutinatietiter bleef constant. De hoogste 
hemagglutinatietiters werden gevonden, indien de reactie werd verricht bij 
een pH van 6,5 of 7,0. Dit gold voor para-influenzavirus type 1, 2 en 3 en 
bij gebruik van cavia-, schapen- en hanenerytrocyten. Cavia-erytrocyten 
waren een gevoeliger indicator voor het hemagglutinine van para-influen­
zavirus type 1, 2 en 3 dan menselijke O-, konijnen-, schapen- en hanen­
erytrocyten. Indien de hemagglutinatiereactie bij 37° С werd uitgevoerd, 
werden hogere titers gevonden dan bij 4° C. 
Een onderzoek over de hemagglutinatieremmingsreactie toonde aan, dat 
er een omgekeerd evenredig verband bestaat tussen het aantal agglutina-
tie-eenheden virus en de titer van antilichamen. Het was opmerkelijk, dat 
er geen enkele aanwijzing werd gevonden voor de aanwezigheid van 
aspecifieke remmers tegen para-influenzavirus type 1, 2 of 3 in sera van 
mensen, paarden, kalveren, konijnen en caviae. Klaarblijkelijk waren de 
door ons gebruikte virusstammen ongevoelig voor aspecifiek remmende 
stoffen. 
Onze bevindingen verschillen in sommige opzichten van de gegevens, 
die in de literatuur worden vermeld. Misschien moet dit worden toege­
schreven aan veranderingen van de virusstammen tijdens het voortkwe-
ken. Het is mogelijk, dat er tijdens de passages van de virusstammen in 
celkweken onder invloed van milieufactoren varianten met afwijkende 
eigenschappen werden geselecteerd. 
Sera van 217 kinderen van 0—14 jaar, die niet leden aan een respiratoire 
ziekte, werden onderzocht door middel van de hemagglutinatieremmings­
reactie. Bij kinderen van 3 tot 6 maanden werden aanzienlijk lagere titers 
van antilichamen gevonden dan bij pasgeborenen. Klaarblijkelijk bezitten 
de pasgeborenen passieve antilichamen van de moeder, die binnen enkele 
maanden worden geëlimineerd. Na het eerste levensjaar namen de per-
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centages kinderen met antilichamen toe en stegen de gemiddelde titers. 
Kinderen worden dus vermoedelijk reeds op zeer jeugdige leeftijd met 
para-influenzavirussen geïnfecteerd. Men mag aannemen, dat, onder de 
omstandigheden van dit onderzoek, op de leeftijd van 14 jaar de meeste of 
alle kinderen één of meer malen met ieder van de 3 types geïnfecteerd 
zijn geweest. Antilichamen tegen type 3 werden vaker gevonden dan anti-
lichamen tegen type 1 en 2. Ook de gemiddelde titers van antilichamen 
tegen type 3 waren hoger dan die van andere antilichamen. Dit kan wijzen 
op een grotere frequentie van infecties met type 3. Het is echter ook 
mogelijk, dat het antigene of/en het antilichaambindend vermogen van 
type 3 groter is dan dat van type 1 en 2. 
Serumparen van 245 kinderen, die in de periode van februari 1959 tot 
en met October 1960 in het ziekenhuis waren opgenomen wegens een 
acute respiratoire ziekte, werden onderzocht door middel van de hemag-
glutinatieremmings- en complementbindingsreactie met para-influenzavirus 
type 1, 2 en 3 en Sendai-virus. Bij 28 patiënten ( 11,4 %) werd een signi-
ficante titerstijging van antilichamen vastgesteld. Er was geen duidelijk 
verschil in gevoeligheid tussen de hemagglutinatieremmings- en comple-
mentbindingsreactie. Het grootste aantal titerstijgingen werd gevonden, 
indien beide reacties werden toegepast. 
Tien van de 28 serologische positieve patiënten ontwikkelden uitslui-
tend antilichamen tegen één type para-influenzavirus, namelijk 2 patiënten 
tegen type 1, 4 patiënten tegen type 2 en 4 patiënten tegen type 3. Acht-
tien patiënten vormden antilichamen tegen 2 of 3 types para-influenza-
virus en Sendai-virus. Het is waarschijnlijk, dat deze patiënten met één 
type waren geïnfecteerd en tengevolge van een anamnestische reactie 
tevens antilichamen tegen een ander, verwant type hebben gevormd. Sen-
dai-virus was vermoedelijk geen oorzaak van infecties, aangezien in géén 
enkel geval een monotypische titerstijging van antilichamen tegen Sendai-
virus werd gevonden. Een infectie met bofvirus kon eveneens worden uit-
gesloten als oorzaak van de positieve serologische reacties, aangezien het 
onderzoek op bof slechts in één van de 28 gevallen positief was en er in 
dit geval géén klinische aanwijzingen waren voor de diagnose bof. Het 
is mogelijk om door middel van serologisch onderzoek een infectie met 
para-influenzavirus aan te tonen; een type-specifieke diagnose kan echter 
niet met zekerheid op deze wijze worden gesteld. 
Men mag aannemen, dat er een etiologisch verband bestaat tussen 
para-influenzavirus en de ziekte, waaraan de patiënten leden. Er werd 
een significant verschil gevonden in de frequentie van infecties met para-
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influenzavirus tussen patiënten met acute respiratoire ziekten en patiënten 
van de controlegroep. Het onderzoek naar andere respiratoire virussen viel 
in op één na alle gevallen negatief uit. De ontwikkeling van antilichamen 
tegen para-influenzavirus was vrijwel zeker niet het gevolg van een com-
mensale ziekenhuisinfectie. 
Het onderzoek wijst erop, dat para-influenzavirus een belangrijke oor-
zaak kan zijn van pseudocroup; in 8 van de 14 gevallen (57 %) werd een 
infectie vastgesteld. Para-influenzavirus was verantwoordelijk voor een 
klein deel van de gevallen van bronchopneumonie; slechts bij 16 van de 
188 patiënten (8,4 %) was het serologisch onderzoek positief. 
Infecties met para-influenzavirus werden bij kinderen van alle leef-
tijden waargenomen, zuigelingen van 0 tot en met 3 maanden uitgezon-
derd. Er waren geen duidelijke aanwijzingen, dat het geslacht van bete-
kenis was. Infecties met para-influenzavirus kwamen gedurende het ge-
hele jaar voor en waren niet gebonden aan een bepaald seizoen. 
Virologisch onderzoek, dat bij 9 serologisch positieve patiënten werd 
verricht, viel in alle gevallen negatief uit. Eén maal werd para-influenza-
virus type 2 geïsoleerd. Het virus werd afgezonderd uit long- en hersen-
weefsel van een zuigeling, die enkele dagen na de geboorte was over-
leden onder verschijnselen van pneumonie en encephalitis. 
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SUMMARY 
An investigation was made into the occurrence of infections with para-
influenza virus and the significance of para-influenza virus as a cause of 
acute respiratory illness in children. 
Since serological methods were used to demonstrate infections, the 
technique of the serological reactions was first studied in detail. Experi-
ments on the multiplication of para-influenza virus type 2 in HeLa-cells 
demonstrated that the maximal infection and haemagglutination titre was 
attained 4—6 days after inoculation. The infection titre decreased after 
the 6th day, while the haemagglutination titre remained constant. The 
highest haemagglutination titres were found if the reaction was carried 
out at pH 6.5 or 7.0. This held true for para-influenza virus type 1, 2 and 
3, and for the use of guinea-pig, sheep and rooster erythrocytes. Guinea-
pig erythrocytes were a more sensitive indicator of the haemagglutinin of 
para-influenza virus type 1, 2 and 3 than were human O, rabbit, sheep 
and rooster erythrocytes. In haemagglutination reactions carried out at 
37° C , higher titres were found than at 4° C. 
An investigation of the haemagglutinationinhibition reaction showed 
that the number of agglutination units of virus and the antibody titre are 
inversely proportional. A remarkable feature was that no indication was 
found of the presence of aspecific inhibitors against para-influenza virus 
type 1, 2 or 3 in human, horse, calf, rabbit and guinea-pig sera. The virus 
strains used were apparently insusceptible to aspecific inhibitors. 
Our findings differ in some respect from the data presented in the 
literature. Perhaps this should be ascribed to changes in the virus strains 
during cultivation. It is possible that, during passages of the virus strains 
in cell cultures, variants with deviating characteristics were selected under 
the influence of environmental factors. 
Sera from 217 children aged 0—14 years, who were not suffering from 
respiratory disease, were examined by the haemagglutination-inhibition 
reaction. In children aged 3—6 months, considerably lower antibody 
titres were found than in neonates. Neonates would seem to carry passive 
maternal antibodies which are eliminated within a few months. After the 
first year of life, the percentage of children with antibodies increased, and 
average titres rose. Probably, therefore, children are infected with para-
influenza virus at a very early age. It can be assumed that (under the 
conditions of this investigation) the majority of or all the children at 
age 14 have been infected with each of the three types of virus once or 
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several times. Antibodies against type 3 were more frequently found than 
those against types 1 and 2. The average antibody titre against type 3 
was also higher than the other antibody titres. This may indicate a higher 
frequency of infections with type 3. It is also possible, however, that the 
antigen- and/or antibodybinding capacity of type 3 exceeds that of types 
1 and 2. 
Paired serum samples from 245 children admitted during the period 
February 1959 through October 1960 with an acute respiratory illness, 
were examined by means of the haemagglutination-inhibition and the 
complement-fixation reaction with para-influenza virus types 1, 2 and 3 
and Sendai virus. A significant rise in antibody titre was seen in 28 
patients ( 11A % ). There was no great difference in sensitivity between 
the haemagglutination-inhibition and the complementfixation test. The 
largest number of titre-increases were found if both reactions were carried 
out. 
Ten of the 28 serologically positive patients exclusively developed anti-
bodies against one type of para-influenza virus, viz: 2 patients against 
type 1, 4 against type 2 and 4 against type 3. The remaining 18 patients 
produced antibodies against 2 or 3 types of para-influenza virus and Sen-
dai virus. It is probable that these patients were infected with one type 
and, as a result of an anamnestic reaction, also formed antibodies against 
another related type. Sendai was probably not a cause of infections, 
because no patient showed a monotypical rise in antibody titre against 
Sendai virus. Infection with mumps virus could also be eliminated as a 
cause of positive serological reactions, for mumps tests were positive in 
only one of the 28 cases, and in this case there were no clinical indications 
for the diagnosis mumps. It is possible to demonstrate infection with para-
influenza virus by means of serological examination; a type-specific diag-
nosis, however, cannot be made with certainty in this way. 
It can be assumed that an aetiological correlation exists between para-
influenza virus and the illness from which the patients were suffering. A 
significant difference was established, in terms of frequency of infections 
with para-influenza virus, between patients with acute respiratory illness 
and patients of the control group. Testing for other respiratory viruses 
was negative in all cases except one. The production of antibodies against 
para-influenza virus was almost certainly not a result of a commensal 
hospital infection. 
The investigation indicates that para-influenza virus can be an impor-
tant cause of pseudo-croup; an infection was revealed in 8 of 14 cases 
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(57 % ) . Para-influenza virus was responsible for broncho-pneumonia in 
a small number of such cases; only in 16 of the 188 patients (8.4 ty) 
was the serological examination positive. 
Infections with para-influenza virus were observed in children of all 
age groups, excepts infants aged 0—3 months. There was no evidence 
that sex was of significance. Infections with para-influenza virus were not 
subject to seasonal influences but occurred throughout the year. 
Virological examination, to which 9 serologically positive patient were 
submitted, was negative in all cases. In one case para-influenza virus type 
2 was isolated from the pulmonary and cerebral tissue of an infant who 
died a few days after birth showing symptoms of pneumonia and ence-
phalitis. 
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STELLINGEN 
I 
Het verdient aanbeveling bij het serologisch onderzoek naar infecties 
met para-influenzavirussen minstens twee verschillende soorten reacties 
toe te passen 
II 
Bij de bestudering van niet specifieke remmers tegen virussen moet 
rekening gehouden worden met de mogelijkheid, dat het vermogen van 
een virus, zich aan deze stoffen te binden, kan veranderen. 
III 
Er zijn aanwijzingen, die er sterk voor pleiten, de conjunctiva als 
„porte d'entrée" te beschouwen bij infectie met mazelen-, bof-, rode hond-
en waterpokkenvirus. 
Papp, К 1959 Buil Hyg 34 969 
IV 
Het is onwaarschijnlijk, dat infectieziekten bij vrouwen in de eerste 
maanden van de zwangerschap, welke veroorzaakt worden door andere 
virussen dan de verwekker van rode hond, afwijkingen bij de vrucht 
veroorzaken. 
Ministry of Health, Reports on Public Health and Medical 
Subjects, 1960 No 101 
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Infectie met bactenophaag kan oorzaak zijn van het veranderen van 
eigenschappen van een bacteriestam. 
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VI 
Passieve overdracht van antilichamen door middel van vruchtwater en 
colostrum is niet waarschijnlijk 
¿rambell F W R en Halhday R 1956 Proc Roy 
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VII 
Het door Vallance-Owen en Lilley gevonden, aan serum albumine 
gebonden polypeptide, dat bij lijders aan diabetes mellitus in grotere 
hoeveelheden voorkomt dan bij gezonden, is wellicht eenvoudiger aan­
toonbaar met behulp van serologische reacties dan op een biochemische 
of physiologische wijze 
Vallante Owen Τ en M D Lilley 1961 Lancet I. 804 
Vili 
Vaccinatie tegen pokken kan bij zuigelingen het beste op de voorzijde 
van de thoreax geschieden De vraag, of er door deze wijze van vaccinatie 
pnkkelingsverschijnselen van de pleura ontstaan, dient nader onderzocht 
te worden. 
IX 
Het verdient aanbeveling te streven naar eenheid en vereenvoudiging 
in de nomenclatuur van geneesmiddelen 
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De instelling van een instituut voor wetenschappelijk gefundeerde voor­
lichting over praktische en eenvoudige mogelijkheden van steriliseren en 
desinfecteren verdient aanbeveling. 



